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RESUMO

A Nanotecnologia € a ciéncia que envolve a sintese e 0 processamento de materiais em escala
nanométrica (1-100nm). Devido as suas propriedades Unicas, a aplicacdo de nanoparticulas
metalicas em diferentes areas tem se tornado cada vez mais notdria. Entre as nanoparticulas
metalicas, as de prata sdo as mais amplamente reconhecidas por suas aplicacfes em areas como
agricultura, biotecnologia, medicina, entre outras. O uso de NPs na agricultura, representa uma
importante inovacdo tecnoldgica, podendo ser utilizada na producdo de nanofertilizantes,
nanocidas ou pesticidas encapsulados em nanoparticulas para liberagéo controlada. Este trabalho
teve como objetivo estudar a sintese de nanoparticulas de prata por fungos endofiticos obtidos de
guaranazeiro e avaliar a atividade antifungica das nanoparticulas de prata no controle in vitro dos
fitopatdgenos Colletotrichum guaranicola, Colletotrichum spp. e Corynespora cassiicola. Neste
trabalho, 90 isolados de fungos endofiticos foram utilizados para a producéo de nanoparticulas de
prata. A caracterizacdo das nanoparticulas de prata foi realizada por espectroscopia de UV-Vis e
microscopia eletrdnica de varredura (MEV). Através da espectroscopia de UV-Vis foi possivel
determinar a presenca de nanoparticulas de prata em quatro solucdes reacionais pela obtengdo de
bandas de absorcdo entre 400 a 500 nm. Atraves da avaliagdo do crescimento micelial e
esporulacdo, foi observado que as nanoparticulas sintetizadas apresentaram forte atividade
antifingica principalmente contra o fitopatdgeno Coletotrichum guaranicola, sugerindo a
possibilidade de utilizagdo de nanoparticulas de prata biossintetizadas no controle de
fitopatdgenos como uma alternativa no controle de doengas.

Palavras-chave: Nanotecnologia. Sintese verde. Crescimento micelial. Controle biol6gico.



ABSTRACT

Nanotechnology is the science field that develops the synthesis and use of nanometer-scale
materials (1-100 nm). Due to its unique properties, the application of metallic nanoparticles i s
becoming increasingly prevalent. Among metallic nanoparticles, silver nanoparticles are the most
widely used in areas such as agriculture, biotechnology, medicine, and others. The use of
nanoparticles in agriculture represents an important technological innovation for the production
of nanofertilizers, nanoparticles or pesticides encapsulated in nanoparticles for controlled
delivery. The objective of this work was to study the synthesis of silver nanoparticles by
endophytic fungi obtained from guarana and to evaluate the antifungal activity of silver
nanoparticles in vitro in controlling the phytopathogens: Colletotrichum guaranicola,
Colletotrichum spp. and Corynespora cassiicola. In this study, 90 isolates of endophytic fungi
were tested for the production of silver nanoparticles. The characterization of silver nanoparticles
was performed by UV-vis spectroscopy and scanning electron microscopy (SEM). Through the
UV-Vis spectroscopy it was possible to determine the presence of silver nanoparticles in four
reaction solutions by the observation of absorption bands in the 400 and 500 nm region. Through
the evaluation of mycelial growth and sporulation, it was observed that synthesized nanoparticles
presented strong antifungal activity mainly against the phytopathogen C. guaranicola, thus
demonstrating the possibility of using biosynthesized silver nanoparticles in the control of
phytopathogens, as an alternative for disease control.

Keywords: Nanotechnology. Green synthesis. Mycelial growth. Biological control.
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1 INTRODUCAO

A nanotecnologia (NT) € um ramo da ciéncia, em rapido crescimento, que envolve
sintese e processamento de materiais em nanoescala. Tem atraido atencdo pelo impacto
que os materiais nanoestruturados vém causando na melhoria da qualidade de vida e na
preservacdo do meio ambiente (FERREIRA; RANGEL, 2009; ABDELRAHIM et al.,
2017).

Nanomateriais séo estruturas que tém dimensdes na escala do nanémetro (nm), ou
seja, um bilionésimo (10°°) de um metro (AHMAD et al., 2003; AHMED et al. 2016). Em
tais dimensdes, estes materiais podem apresentar diferentes propriedades fisicas,
quimicas e/ou bioldgicas, abrindo um leque de novas possibilidades para seu uso
(SUDARENKOQV, 2013).

As nanoparticulas metélicas (NPMs) tém recebido atengdo crescente, devido
principalmente as suas propriedades fisico-quimicas unicas (VAHABI et al., 2011;
KIRTH et al., 2012). Varios estudos tém demonstrado que nanoparticulas metalicas, com
destaque para as nanoparticulas de prata, possuem uma ampla gama de aplica¢des, como
agente antimicrobiano, detec¢do biomolecular, rotulagem bioldgica, catélise quimica, etc.
(DEEPAK et al., 2011; DERBALAH et al., 2011; FRANCIS et al., 2017; ZHAO, et al.,
2017; SIDDIQI, et al., 2018) (SIDDIQI; HUSEN, 2016). A evolucao da nanotecnologia
tem permitido aos pesquisadores incorporar o uso de substancias coloidais com ions de
prata em medidas preventivas e/ou de controle microbiano (DERBALAH et al, 2011).

As nanoparticulas (NPs) sdo sintetizadas por meio de métodos fisicos, quimicos e
bioldgicos. Métodos fisicos e quimicos requerem alto aporte energético, além de
geralmente envolver substancias toxicas com geracao de subprodutos perigosos. Métodos
de sintese pela via bioldgica, normalmente mitigam estes problemas e o emprego de
bactérias, fungos, e plantas, para este fim esta bem reportado na literatura (RAI et al.,
2009; VIJAYARAGHAVAN; NALINI, 2010; GOPINATH et al., 2012; HAMEDI et al,
2017).
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Nessas rotas de sintese, organismos biolégicos ou parte deles, como
biomoléculas, apresentam potencial redutor e, portanto, sdo utilizados para obtencéo de
NPs. A biossintese de NPs é realizada tanto por organismos procaritos como eucariotos e
é mediada por componentes bioldgicos capazes de reduzir o ion metélico, normalmente
sem a geracao de residuos toxicos e com pouco impacto ao meio ambiente (TAKKAR,
2010; IRAVANI, 2011; VAHABI et al. 2011; SUKIRTHA et al. 2012; MONDAL et al.
2014). Os sistemas biolégicos sdo utilizados de forma eficiente tanto para a sintese
intracelular como extracelular de diferentes nanoparticulas metalicas (SINGH et al.,
2015b).

Entre os sistemas microbianos, os fungos sdo mais utilizados devido sua maior
distribuicdo na natureza e por desempenharem um papel crucial na sintese de
nanoparticulas metalicas (YADAV et al., 2015).

A sintese mediada por fungos possue algumas vantagens sobre a mediada por
bactérias, porque sintese € principalmente extracelular tornando o processamento e
manuseamento das nanoparticulas de prata mais simples. Além disso os fungos
geralmente possuem alta tolerancia ao metal, capacidade de bioacumulacdo, e alta
capacidade de absorcdo de metais intracelularmente (INGLE et al.; 2008; HEMATH et
al., 2010).

O uso de NPs na agricultura, representa uma importante inovacdo tecnolégica,
sendo utilizados na producéo de nanofertilizantes, nanocidas ou pesticidas encapsulados
em nanoparticulas para liberacdo controlada (FURLANETO, 2011), com consequente
melhoria na produtividade e qualidade dos produtos.

Nesse contexto, devido ao fato de os fungos endofiticos fornecerem uma ampla
variedade de metabdlitos secundarios bioativos com estruturas Unicas que poderiam ser
exploradas por sua capacidade de biossintese de nanoparticulas de prata para desenvolver
um processo eficiente para o meio ambiente, este trabalho teve como objetivo estudar a
sintese de nanoparticulas de prata por fungos endofiticos obtidos de guaranazeiro e avaliar
a atividade antifingica das nanoparticulas de prata no controle in vitro dos fitopatdgenos
Colletotrichum guaranicola, Colletotrichum spp. e Corynespora cassiicola. Visando
contribuir com os estudos na &rea da nanotecnologia e avaliar o potencial de aplicacdo

das NPs no controle de doencas de plantas.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar o potencial de biossintese de nanoparticulas de prata por fungos
endofiticos isolados de folhas e sementes de guaranazeiro e a capacidade de inibi¢do do

crescimento de fungos fitopatogénicos in vitro.

2.2 Objetivos Especificos

Avaliar a capacidade de 90 isolados de fungos endofiticos de folhas e sementes

de guaranazeiro como potencial biosistema para sintese de nanoparticulas de prata;

Caracterizar as nanoparticulas de prata produzidas utilizando as técnicas de

Espectroscopia no UV-visivel (UV-vis) e Microscopia Eletronica de Varredura (MEV);

Avaliar a atividade antifungica de nanoparticulas de prata (AgNPs) produzidas
por fungos endofiticos no controle in vitro dos fitopatdgenos Colletotrichum guaranicola,

Colletotrichum spp. e Corynespora cassiicola.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Nanotecnologia

A nanotecnologia (NT) faz parte de um conjunto de revolucGes técnicas que
permearam a humanidade nas Gltimas décadas (LOPES, 2017). Consiste em uma area
cientifica multidisciplinar que lida com a sintese, e manipulacdo de materiais ou estruturas
que possuem ao menos uma dimensdo na ordem de tamanho de 1 a 100 nanémetros
(AHMAD et al., 2003; BIRLA, et al., 2009; HORISKOSHI; SERPONE, 2013; AHMED
et al. 2016).

Estudos realizados em vestigios deixados pelos romanos, mostram que apesar da
definicdo do termo nanotecnologia ser recente, nanomateriais ja sdo aplicados desde a
antiguidade. Em 1990 cientistas descobriram, utilizando um microscopio atdmico de
varredura, que a taca de Licurgo, datada do século V d.C., é composta por 66,2% de prata,
31,2% de ouro e 2,6% de cobre de até 100 nm em tamanho, incorporados em uma matriz
de vidro (LOOS, 2014). O aparato possui propriedade de mudar de cor dependendo da
luz incidente, quando visto por reflexao apresenta coloracdo esverdeada e quando visto

por transmisséo apresenta a coloragdo avermelhada (Figura 1) (SILVA, 2015a).

Figura 1 — Taca de Licurgo, avermelhado quando visto por transmissdo (A) e
aspecto esverdeado quando visto por reflexdo (B)

Fonte: British museum, 2015
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A composicdo do vidro que constitui esse calice é semelhante aos dos vidros
atuais, o que o difere e promove a propriedade de mudanca de cor é a presenca de
nanoparticulas de ouro e prata (FELDHEIM, 2002).

O ouro foi 0 metal de transi¢cdo a compor a primeira solugéo coloidal obtida em
1856. O cientista Michel Faraday foi o autor dessa sintese antes mesmo do termo “nano”
ser introduzido (FARADAY, 1857).

Foi o ganhador do prémio Nobel de Quimica em 1925, Richard Zsigmondy, o
primeiro a expressar o conceito nandémetro. Zsigmondy utilizou o termo nano para
caracterizar particulas minusculas e foi o pioneiro em medir, por meio de um microscopio,
particulas de escala nanométrica (HULLA et al., 2015).

Em 1959, Richard Feynman ganhador do prémio Nobel de Fisica em 1965,
apresentou uma palestra intitulada “There’s Plenty of Room at the Bottom”, em que
introduziu o conceito de manipulacdo de materiais a nivel atémico, dando inicio ao
desenvolvimento da nanotecnologia. Por essas razdes, Feyman é considerado o pai da
nanotecnologia moderna, ainda que o termo: nanotecnologia, ainda nao fosse utilizado
(HULLA et al., 2015).

Cerca de quinze anos ap6s a palestra de Feynman, em 1974, o termo
nanotecnologia foi criado pelo entdo professor da Universidade de Ciéncias de Toquio,
Norio Taniguchi (HULLA et al., 2015). Tanoguchi foi o primeiro a usar o termo
nanotecnologia para descrever processos em semicondutores observados em escala
nanométrica. Ele defendeu que nanotecnologia consistia no processamento, separa¢ao,
consolidacdo e deformacdo de materiais por um atomo ou molécula (RAI et al., 2009) e
seu uso se intensificou a partir dos anos 80 com a invencdo do microscépio de
tunelamento desenvolvido pelos fisicos Gerd Binnin e Heinrich Rohrer e do microscépio
de forca atomica. (FURLANETO, 2011; EGUCHI et al., 2013).

Em 1986, Kim Eric Drexler, do Instituto de Tecnologia de Massachusetts (EUA),
publicou o livro intitulado “Engines of Creation: The coming Era of Nanotechnology”.
Nesta obra, Drexler descreve a nanotecnologia como a nova tecnologia, com a qual,
méaquinas nanométricas poderiam manipular atomos. A construcdo de dispositivos
manipulando &tomo por aomo, em prol de aplicagdo atil, € um dos preceitos da
nanotecnologia molecular de Drexler (DREXLER; SMALLEY, 2003).
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O interesse nas possibilidades da ciéncia de nanoescala cresceu muito nas décadas
de 80 e 90 quando se estabeleceu a chamada “era de ouro” da nanotecnologia, quando a
“American Chemical Society” e a “Royal Society of Chemistry” lancaram periddicos
espécificos nessa area (SILVA, 2015b).

As descobertas da nanotecnologia despertaram interesse econdmico e politico
modificando a forma como os diversos tipos de materiais sdo utilizados. Embora
composto do mesmo elemento quimico que as moléculas maiores, quando em escala
nanométrica, 0s materiais apresentam comportamento muito distinto de suas conhecidas
propriedades fisicas e quimicas, principalmente no que se refere a sua reatividade
quimica, resisténcia mecénica, e comportamento sob acdo da luz. Estas variaces,
tamanho dependente, modificam a natureza das interacdes das forcas entre as moléculas
do material, o que pode influenciar seu impacto sobre o ambiente, saide humana e a
sociedade (GARCIA, 2011).

Dentre as mais importantes aplicacfes da nanotecnologia estdo os nanomateriais.
Para serem classificados como tal, estes materiais, devem possuir pelo menos uma, de
suas dimensdes em escala nanométrica. Quando apenas uma dimensdo € desta ordem e
grandeza, tem-se os chamados filmes finos e camadas nanomeétricas. Para a condicao de
duas dimensdes desta ordem, estdo os nanotubos e nanofios. Para materiais com as trés
dimensBes de ordem nanométrica estdo as chamadas nanoparticulas (Al et al., 2003).
Estes tipos de particulas possuem inimeras aplicacfes que podem torna-las ideais para
varias aplicac@es, dentre elas o controle de doencas em humanos e plantas. (JO et al.,
2012).
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3.2 Nanoparticulas

As nanoparticulas podem ser conceituadas como coloides sélidos, estaveis, que
possuem tamanho variando entre 10 a 1000 nm, definidas como particulas com dimensdes
menor que o micrometro (Um) e maior que o picometro (pm) (SHIPWAY; WILLNER,
2001; KLABUNDE, 2001; DURAN et al., 2006; YEHIA; AL-SHEIKH, 2014; HUSAIN
etal., 2015; ABDELGHANY et al., 2018).

Uma definicdo legitima — presente no Sistema Internacional de Unidade (SI) —,
adotada pelo Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade e Tecnologia (INMETRO),
esclarece que os limites de tamanho, para a utilizacdo do prefixo nano, compreendem o
intervalo de medidas da ordem de 10°°. Para o caso da unidade de comprimento, o metro,
os limites sdo 10*2 < nm < 10°°m (INMETRO, 2019).

Devido estas particulas possuirem dimensdes desta ordem, elas possuem uma
grande area superficial por unidade de volume, implicando num grande numero de atomos
na superficie e na camada mais préxima a superficie (EDER et al., 2009; VITTAL;
ASWATHANARAY AN, 2011). Devido ao aumento da razao entre a area e o volume do
nanomaterial, os efeitos de superficie se tornam mais importantes, conferindo a esses
materiais caracteristicas especificas para determinadas aplicacGes; por exemplo, um
material magnético tal como o ferro pode ndo se comportar como um ima ao ser preparado
sob a forma de nanoparticulas, com tamanho da ordem de 10 nm. Por outro lado, as
nanoparticulas esféricas de silica presentes em um material, apesar de incolores, ao
assumirem arranjos cristalinos bem empacotados podem difratar a luz visivel tornando-
se um material colorido (TOMA, 2004; TANSIL; GAO, 2006).

Nessa escala de tamanho, os materiais apresentam novas propriedades, antes ndo
observadas quando em tamanho micro ou macroscopico, por exemplo, a tolerancia a
temperatura, a variedade de cores, as alteracGes da reatividade quimica e a condutividade
elétrica (GALEMBECK; RIPPEL, 2004; CASTRO et al., 2014; CHAN; MAT DON,
2013).
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A funcionalidade, uma das caracteristicas mais importantes dos nanomateriais que
permite sua extensa faixa de aplicagbes, € a sua capacidade de executar funcbes
especificas. O termo funcionalizacdo, comum em nanotecnologia, refere-se a execucao
de algumas fung¢des quimicas ou bioldgicas, atraves da projecdo e manipulagdo desses
materiais, de forma controlada e pré-determinada (TOMA, 2004). A funcionalizacao de
nanoparticulas de ouro com biopolimeros, por exemplo, € empregada na construgédo de
biossensores para a deteccdo de acidos nucleicos e proteinas (DANIEL; ASTRUC, 2004).

Muitos autores limitam o tamanho dos nanomateriais a 50 nm (KITTELSON,
2001), ou 100 nm (BORM et al., 2006). A escolha deste limite maximo é justificada pelo
fato de algumas propriedades fisicas de nanoparticulas — como, por exemplo, sua grande
area superficial por unidade de volume — terem seu efeito diminuido quando seus
tamanhos ultrapassam tais dimensdes.

As nanoparticulas podem ser classificadas em dois grupos — organico (carbono) e
inorganico (nao carbono). Nanoparticulas organicas incluem NPs de carbono (fulerenos),
e as nanoparticulas inorganicas incluem NPs magnéticas de metal nobre (como ouro e
prata) e NPs semicondutoras (como o titanio dioxido de carbono e 6xido de zinco). As
NPs inorgénicas séo de especial interesse por apresentarem propriedades superiores de
material com ampla versatilidade funcional (KUMARI; SOBHA, 2013).



25

3.2.1 Nanoparticulas metalicas

As nanoparticulas metélicas possuem caracteristicas proprias em comparagdo a
particulas macroestruturadas, exemplo disso é a ampla disponibilidade, a alta
funcionalidade, a biocompatibilidade, o menor tamanho e a maior superficie de
reatividade, o que permite a interacdo com outras moléculas de interesse (PARVEEN et
al., 2012; KUMARI; SOBHA, 2013).

As NPs tém gerado muito interesse em virtude de apresentarem propriedades
fisicas, quimicas e biologicas Unicas, em comparacgdo a outras particulas (YANG et al.,
2010). Estas possuem propriedades que dependem do tamanho, forma e morfologia, o
que Ihes permitem interagir com plantas, animais e microrganismos (SIDDIQI; HUSEN,
2016). Devido ao seu tamanho em nanoescala, a razdo entre a area de superficie e 0
volume das NPs aumenta, fazendo com que elas se tornem mais reativas. Adicionalmente,
podem surgir comportamentos eletronicos e Opticos diferenciados, devido ao
confinamento eletrdnico, caracteristica proeminente nas nanoparticulas metalicas
(NPMs) (ALBERNAZ, 2014).

As nanoparticulas de metal exibem propriedades antimicrobiana devido a sua
capacidade de interagir com as membranas celulares através da ruptura da estrutura da
parede celular (AHMAD et al., 2013; TROP et al., 2006) e sua toxicidade depende tanto
da dosagem quanto do tamanho das particulas (VERANO-BRAGA et al., 2014).

Essas propriedades unicas e a reatividade das NPs sdo dependentes de diversos
fatores, entre eles: a composi¢do quimica; a concentracdo e o estado de agregacédo; o
tamanho, que esta diretamente ligado & sua reatividade devido a razdo volume-area de
superficie; a forma, relacionada também com a &rea de superficie e com a condutividade
da NP; e o recobrimento da NP, que vai moldar a sua interagdo com o meio externo
(GRASSIAN, 2008; THAKKAR et al., 2010).

Particularmente, prata e ouro estdo entre os metais mais estudados devido ao seu
potencial uso em produtos médicos e cosméticos (SCHROFEL et al., 2014). As
nanoparticulas de prata (AgNPs) funcionam bem como compostos antimicrobianos,
induzindo a producdo de espécies reativas de oxigénio (DEEPAK et al., 2011;
DERBALAH et al., 2011; SIDDIQI, et al., 2018).
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As nanoparticulas de prata apresentam um intenso pico de absorcdo de radiacdo
eletromagnética nos comprimentos de onda entre 400-670 nm devido a sua ressonancia
plasmonica de superficie (OLIVEIRA, 2005). Esse pico de absor¢do ocorre quando a
frequéncia do campo magnético se torna ressonante com o movimento desses elétrons.
Devido a esse fato, observa-se uma variacao de cor caracteristica em uma dispersdo de
AgNPs, de marrom avermelhado a marrom escuro, de acordo com o tamanho das NPs
produzidas e com a composi¢cdo do meio em que elas estdo dispersas (ALBERNAZ,
2014).

A prata, desde os primoérdios, vem chamando a atencdo por suas diversas
aplicacdes. Em escala nanomeétrica, a prata tem gerado interesse de pesquisadores de
diferentes areas desde o inicio da era da nanotecnologia. A prata € moldavel e maleavel,
possui elevada condutividade térmica e elétrica, além de ser um oxidante forte.
Nanoparticulas de prata apresentam aplicacBes promissoras em diversos campos da
ciéncia e tecnologia (VIJAYARAGHAVAN; NALINI, 2010; RAO et al., 2015).

As nanoparticulas de prata sdo agregadas de atomos de prata que variam de
didmetro e apresentam diferencas em relacdo as propriedades da prata metalica. Estas
possuem propriedades biologicas importantes. Alguns exemplos sdo a atividade
antifangica contra Cladosporium cladosporoides, Aspergillus niger, Candida albicans
(KIM et al., 2009), Rhizopus sp., e Aspergillus sp. (MEDDA et al., 2015).

Diante das propriedades que as AgNPs apresentam € interessante entender o
processo de sua sintese, como no caso do processo de sintese em fase liquida ou coloidal
que apresentam reacfes quimicas em solventes conduzindo a formacdo de coloides.
Muitos dos solventes utilizados para formacéo desses coloides envolvem métodos fisicos
e quimicos economicamente  dispendiosos e  extremamente  laboriosos
(VIJAYARAGHAVAN; NALINI, 2010; GOPINATH et al., 2012), incluindo produtos
quimicos toxicos e principalmente solventes ndo-polares (MEDDA et al., 2015)
prejudiciais ao meio ambiente (TAN et al., 2007). Portanto, é de interesse o
desenvolvimento de métodos sustentaveis de producéo de nanoparticulas metélicas que
ndo utilizem produtos quimicos toxicos para evitar efeitos adversos em sistemas
biol6gicos (MORONES et al., 2005).

Os métodos que se aproximam desses principios sdo incluidos numa classe cuja
tecnologia utilizada para defini-la é conhecida de “sintese verde” (HUANG et al. 2007;
VAHABI et al. 2011; SUKIRTHA et al. 2012; MONDAL et al. 2014).
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3.3 Sintese de nanoparticulas

Os métodos utilizados na preparacdo de nanoparticulas metalicas e, nanomateriais
em geral, podem ser agrupados em dois métodos distintos: “Top-down, ou seja, de cima
para baixo, ou “Bottom-up”, ou seja, de baixo para cima (HUSEN; SIDDIQI, 2014,
SIDDIQI et al., 2018).

As sinteses fisicas, ainda que menos comuns, envolvem geralmente o metodo top-
down, no qual nanoparticulas sdo produzidas a partir do mesmo material partindo de uma
dimensdo maior (BARROS, 2017; SIDDIQI et al., 2018). A partir do estado chamado de
convencional, ou bruto, sdo introduzidos métodos fisicos e mecanicos para alcancar o
estado de nanomaterial (VERMA, et al., 2009). O método de ablacéo a laser, por exemplo,
pode gerar nanoparticulas monodispersas e estaveis (VALVERDE-ALVA et al., 2015).

A abordagem “cima para baixo” geralmente trabalha com o material em sua forma
a granel, e a reducdo de tamanho para nanoescala € alcangada por técnicas especializadas,
por exemplo, decomposicdo térmica, moagem mecanica, gravagdo, corte e deposicao
(SIDDIQI et al., 2018).

A sintese de nanoparticulas metélicas também ocorre por métodos quimicos e
bioldgicos, conhecidos por receber, em sua grande maioria, a abordagem “bottom-up”.
Isso significa manipular atomos e moléculas individualmente e agrega-los até o0s
tamanhos adequados para cada nanomaterial de acordo com suas aplicagdes. Os métodos
quimicos e bioldgicos de producdo de nanoparticulas podem englobar reagdes
eletroquimicas, além de, reducdo quimica com o uso de diferentes agentes e organismos
biolégicos (VON et al., 2011).

Os métodos quimicos sdo mais comumente utilizados e reportados, sendo 0s mais
adequados quando se deseja nanoparticulas com um controle mais rigoroso de tamanho e
forma (BASTUS et al. 2014). Neste tipo de sintese, uma fonte de ions prata (geralmente,
nitrato de prata), € utilizada para gerar agregados de prata metalica ap6s reducao induzida
por um agente redutor especifico em solucdo. Agentes estabilizadores também sdo muito
utilizados neste contexto para prover uma prolongacdo da estabilidade coloidal e para

aumentar o controle sobre a forma geometrica das nanoparticulas (MENG et al., 2010).
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No entanto, devido a emergente necessidade de uma abordagem “verde” e
sustentavel na ciéncia, um maior foco tem sido empregado as sinteses biologicas ou
biogénicas, que tém como fonte de agentes redutores e estabilizadores extratos de fungos
(GADE et al., 2014; RODRIGUES et al., 2012), bactérias (GOU et al., 2015) ou plantas
(AHMED et al., 2016).

Os protocolos de sintese de nanoparticulas podem envolver combinacdes dos
métodos fisicos, quimicos, fotoquimicos e bioldgicos (ZHANG et al., 2016; LOPES,
2017). Ainda assim, é importante o conhecimento acerca dos principios basicos de cada
um dos métodos de aquisicao destas particulas.

Dentre os métodos fisicos utilizados para a sintese de nanoparticulas estéo
inclusos a decomposicao térmica (YANG; AOKI, 2005), a irradiacéo a laser (ASLAN et
al., 2006), condensaco, difusio (PEREZ-RODRIGUEZ et al., 2006), descarga elétrica
(ASHKARRAN et al., 2009), etc.

As vantagens dos métodos fisicos sdo a velocidade, a radiacdo usada como agente
redutor e ndo uso de substancias quimicas perigosas envolvidas. As desvantagens incluem
0 baixo rendimento e alto consumo de energia, contaminagdo por solventes e falta de
distribuicdo uniforme (ABOU EL-NOUR, et al., 2010; ELSUPIKHE et al., 2015).

Os meios que envolvem o uso de produtos quimicos para a producdo de
nanoparticulas sdo os chamados métodos de sintese por via quimica. Estes, normalmente,
sdo realizados por reacdo eletroquimica (SAU; ROGACH, 2010) ou reducdo quimica do
material (BAI et al., 2015). Esse processo geralmente emprega trés componentes
principais: precursores de metais, agentes redutores e agentes de estabilizacdo (ZHANG
et al., 2016). Embora produzam AgNPs puras, usualmente utilizam produtos quimicos
toxicos.

Os métodos fotoquimicos de preparagdo de nanoparticulas utilizam a fotorreducéo
de um precursor ou de ions de prata, no caso de preparacdo de nanoparticulas de prata,
com a utilizacdo de intermediarios ativados fotoquimicamente, por exemplo, um radical.
As vantagens da utilizacdo de métodos fotoquimicos sdo a preparacdo de AgNPs com
elevada pureza, facil processamento, ampla faixa de meios reacionais que podem ser
utilizados (vidro, polimeros, micelas, emulsdes, etc.) (PACIONI et al., 2015;
GHORBANI et a., 2011).
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Tanto os métodos fisicos quanto os quimicos sdo comumente agressivos ao meio
ambiente, pois usam solucdes e metodologias que usualmente geram residuos toxicos e
demandam alto gasto de energia (RAI; YADAYV, 2013).

O uso de produtos quimicos toxicos é ainda objeto de preocupacéo, pois esses
produtos podem se depositar na superficie das nanoparticulas. Deste modo, existe uma
necessidade cada vez maior de desenvolver protocolos de sintese que sejam limpos, ou
seja, nao utilizam substancias téxicas e produzam nanoparticulas biocompativeis
(NARAYANAN; SAKTHIVEL, 2010).

Ao longo da ultima década, houve um crescente interesse sobre o tema quimica
“verde” em processos quimicos (RAI, 2013). Esses esfor¢os objetivam a eliminacgao total
ou, pelo menos, a minimizagdo do uso e da geragdo dos residuos com a implementacao
de processos sustentaveis.

Doze principios fundamentais, que regem a quimica verde, devem ser seguidos na
implantacdo de processos sustentaveis:

1) Prevencdo;

2) Economia de atomos;

3) Sintese de produtos menos perigosos.

4) Desenho de produtos seguros;

5) Solventes e auxiliares mais seguros;

6) Busca pela eficiéncia de energia;

7) Uso de fontes renovaveis de matéria-prima;
8) Evitar a formacdao de derivados;

9) Catalise;

10) Desenho para a degradacéo

11) Anélise em tempo real para a prevencao da poluicao;

12) Quimica intrinsecamente segura para a prevencao de acidentes.

A sintese verde envolve trés principais etapas, que devem ser avaliadas com base
nas perspectivas da “quimica verde’:
= selecdo do meio a ser utilizado como solvente;
= sele¢do de um agente redutor ecologicamente “correto”;
= selecdo de substancias nao toxicas que serdo utilizadas na estabilizacdo das

AgNPs sintetizadas.
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A sintese verde de nanoparticulas € um grande avanco em relacdo a outros
métodos. Esta, geralmente, envolve organismos ndo patoldgicos, ndo usa reagentes
quimicos incompativeis com a vida, e pode produzir quantidades grandes de
nanoparticulas. Esta é uma técnica relativamente reprodutivel e, na maioria dos casos,
resulta em materiais mais estaveis (KALAIARASI et al., 2010).

Tal combinacdo de sintese de nanoparticulas, pelo uso de organismos é chamada
de sintese bioldgica. Os seres humanos, assim como outros organismos bioldgicos, sdo
capazes de produzir e interagir com nanoparticulas (BUZEA et al., 2007). Organismos
bioldgicos como bactérias e fungos sdo muito utilizados na producéo de nanoparticulas
gracas a sua facilidade de cultivo (THAKKAR et al., 2010).

Aparentemente, a sintese de nanoparticulas € uma resposta de defesa do
microrganismo a toxicidade do material em seu estado de origem (KLAUS-JOERGER et
al., 2001). Dado que, por exemplo, boa parte dos metais sdo toxicos, eles devem ser
reduzidos no interior da célula com a formacéo de complexos insoltveis em agua, sendo
assim, trata-se de um mecanismo desenvolvido para diminuir a toxicidade do metal.

A sintese bioldgica pode ser influenciada por fatores abioticos como: temperatura
de cultivo, pH, substratos, osmolaridade, etc. Varios microrganismos sdo capazes de
sintetizar as nanoparticulas no meio intracelular, ou, no meio extracelular ap6s excrecao
de enzimas redutoras; outros, ainda, podem realizar ambos 0s processos.

Sabe-se que organismos bioldgicos reagem de maneira diferente a ions metalicos
e certos sais, e também existem diferentes biomoléculas responsaveis pela sintese de
nanoparticulas. Além disso, 0 mecanismo para sintese intra e extracelular € diferente em
varios agentes bioldgicos (RAI; DURAN, 2011). Contudo, 0 mecanismo exato para a

sintese de nanoparticulas, utilizando agentes biolégicos, ainda é pouco conhecido.



31

3.4 Biossintese de nanoparticulas por fungos

Os fungos sdo organismos eucaridticos, heterotréficos, constituidos por uma
rigida parede celular. A parede celular fungica € uma estrutura dindmica que fornece
células com resisténcia mecanica para suportar alteracdes na pressdo osmotica e estresse
ambiental (DURAN; NOMBELA, 2004; BOWNMAN; FREE 2011). Entre os agentes
bioldgicos, fungos, sdo aproveitados para a sintese de nanoparticulas de metal devido a
sua alta tolerancia a metais e capacidade de bioacumulacéo de metais (HEMATH et al.,
2010).

Os fungos séo faceis de cultivar e devido a manipulacdo de sua biomassa ser
simples sdo candidatos potenciais para a sintese de nanoparticulas (CHAN; MASHITAH,
2012; HONARY et al., 2013). Os micélios fangicos podem suportar a pressao de alta
vazdo, agitacao e outras condicdes presentes em biorreatores 0 que nao se observa para
outros microrganismos e plantas (SONI; PRAKASH, 2012). Além disso, a viabilidade
econdmica de sintese em grande escala é obtida com uma pequena quantidade de
biomassa (INGLE et al., 2008; VALA et al., 2014). Os fungos secretam uma grande
quantidade de enzimas extracelulares necessarias para sintese e geram maior rendimento
de nanoparticulas por massa (ALANI et al., 2012; BIRLA et al., 2009; KUMAR et al.,
2007; NARAYANAN; SAKTHIVEL, 2010). Além disso, as NPs precipitadas para fora
da célula sdo desprovidas dos componentes celulares e, portanto, podem ser usadas
diretamente para diferentes aplicagdes (NARAYANAN; SAKTHIVEL, 2010).

Espécies como Fusarium oxysporum (DIAS et al., 2002; BANSAL et al., 2004) e
Aspergillus niger (KUMAR et al., 2008) séo relatadas como sintetizadoras de NPs de
prata (AgNPs).
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Segundo Shankar et al. (2003), a forma e o tamanho das NPs dependem do agente
bioldgico envolvido, por exemplo, Colletotrichum sp. produz essencialmente NPs de ouro
esféricas. O fungo da podriddo branca, Phanerochaete chrysosporium, quando incubado
com nitrato de prata em meio aquoso, forma AgNPs estaveis (VIGNESHWARAN, et al.,
2006). O Phoma coelomycetous produziu extracelularmente uma variedade de AgNPs
variando de 60 a 80 nm quando o filtrado da célula fungica foi exposto a uma solugéo
aquosa de nitrato de prata a temperatura ambiente (CHEN et al., 2003; BIRLA et al.,
2009). Nanoparticulas de prata foram produzidas pelo agente biolégico Trichoderma
asperellum, com um tamanho de 13 a 18 nm e morfologia bem definida e permanecendo
estavel durante varios meses (GAIKWAD et al., 2013).

Cinco especies de Trichoderma: T. asperellum, T. harzianum, T. longibrachiatum,
T. pseudokoningii e T. virens, foram selecionados para a producdo de AgNPs. Estas NPs
foram encontradas em formato Unico ou agregados, de um forma redonda e uniforme,
com tamanhos de 8 a 60 nm (DEVI et al., 2013). O uso de agentes biolégicos como 0s
fungos levando a formacdo de NPs é uma estratégia moderna de biossintese racional,
sendo uma alternativa para os métodos fisicos e quimicos. Para a sintese de NPs a partir
de fungos se tornar algo comercialmente viavel, é essencial o desenvolvimento de
métodos de baixo custo para o processo de separa¢do das particulas das células fungicas,
tornando o processo de fabricacdo mais acessivel (ALGHUTHAYMI et al., 2015).
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3.4.1 Fatores que afetam a sintese de nanoparticulas

Existem poucos relatos sobre os efeitos das condigdes da cultura na biossintese de
nanoparticulas metalicas (INGLE, et al., 2008; SARAVANAN; NANDA, 2010). A
biossintese é diretamente afetada pelas condi¢Ges de incubacdo, tais como temperatura,
pH, tempo de incubacao, natureza da composicao da espécie ou do metal (KUMAR et al.,
2008; SARAVANAN; NANDA, 2010; JAIN et al., 2011), concentragao da biomassa dos
fungos (KUMAR et al., 2008; SUNKAR; NACHIYAR, 2013) e condicdes de interacdo
coloidal, que controla o tamanho, forma, localizacédo e dispersdo das NPs formadas. Os
fatores como temperatura e pH podem ser manipulados para dar inicio a geometria de
AgNPs (DURAN et al., 2005). Raliya e Tarafdar (2014) concluiram que uma
concentragéo salina de 0,1 mmol. L%, 72h de incubagéo a pH 5,5 e temperatura de 28 °C,
resultaram em um maior rendimento de nanoparticulas de zinco, de magnésio e de titanio

usando fungos de solo.



34

3.5 Aplicacéo da nanotecnologia no controle de doencas de plantas

Fitopatologistas tem trabalhado na busca de métodos para controle de
fitopatdgenos de forma econdmica e com impacto ao meio ambiente minorado.
Nanomateriais estdo sendo desenvolvidos para oferecerem a oportunidade de administrar
pesticidas, herbicidas e fertilizantes mais eficientemente e com seguranga, controlando
guando e onde eles serdo ativos (RAI; INGLE, 2012). Estudos tem confirmado que
nanoparticulas de metais sdo eficazes contra patdgenos de plantas, insetos e pragas
(CHOUDHURY et al., 2010).

O surgimento de nanociéncia e nanotecnologia na Ultima década apresenta
oportunidades para investigar os efeitos antimicrobianos de nanoparticulas metélicas. As
nanoparticulas de metal tais como Ag e Cu sdo encontradas em muitas atividades
antibacterianas e seu efeito tem sido atribuido ao pequeno tamanho e alta superficie em
relacdo ao volume, que lhes permite interagir de perto com as membranas microbianas, e
ndo apenas devido a liberagcdo de ions metalicos em solu¢bes (RAMYADEVI et al.,
2012).

As propriedades das nanoparticulas de metal encontram aplicacBes em varios
campos, incluindo a medicina, farmacologia, monitoramento ambiental, eletrénica e na
agricultura (NAVARRO et al., 2008).

As nanoparticulas de prata apresentam amplo espectro de acdo contra bactérias,
especialmente as Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa;
fungos, como Candida albicans; além de ser altamente eficazes como agentes antivirais
(RALI, 2009).

Kim et al., (2009), avaliando o efeito antifingico de nanoparticulas de prata no
controle in vitro de Raffaelea sp., observaram que o crescimento do fungo foi
significativamente inibido em funcédo da dose aplicada (0; 5; 10 e 25 ppm), de modo que
quanto maior a dose menor foi o crescimento de hifas do fungo, observando ainda efeitos

prejudiciais das nanoparticulas de prata sobre a germinacdo dos conidios.
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Kim et al., (2012), avaliaram o efeito antifungico de trés diferentes nanoparticulas
de prata em diferentes concentracdes (10; 25; 50 e 100 ppm) no controle in vitro de
dezoito espécies de fungos fitopatogénicos e observaram que a inibicdo total do
crescimento da maioria dos patégenos foi observada na concentragdo de 100 ppm das
nanoparticulas, indicando que as taxas de inibicdo dependem da concentracdo das
nanoparticulas aplicada.

Singh et al., (2015a), testaram a eficacia de nanoparticulas de prata sintetizadas a
partir do fungo Fusarium sp. isolado de folhas sadias de Withania sominnifera em
diferentes concentracdes (10, 20, 30, 40, 50 e 60 L) no controle de patdgenos bacterianos
como Escherichia coli, Salmonella typhi e S. aureus. A atividade antibacteriana de
AgNPs contra os patégenos mostrou resultados encorajadores, mostrando uma zona de
inibicdo de 26 mm, 26 mm e 28 mm, respectivamente, na concentracdo de 60 uL de
AgNPs contra E. coli, S. typhi e S. aureus.

Rani e colaboradores (2017), sintetizaram nanoparticulas de prata utilizando
fungos endofiticos Aspergillus terreus isolados de Calotropis procera e avalariaram a
atividade antibacteriana contra cepas bacterianas. As AgNPs sintetizadas mostraram
atividade antibacteriana significativa contra S. typhi, St. aureus e E. coli. A concentracdo

inibitéria minima foi na faixa de 11,43 pug/ml e 308 pg/ml.
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3.6 Fungos endofiticos

A presenca de microrganismos em partes aéreas de plantas, em geral, é associada
a sintomas que promovem algum prejuizo ao tecido vegetal. Entretanto, a presenca de
fungos em tecidos aparentemente sem dano tem sido relatada em varios estudos. Tais
microrganismos receberam a denominacdo de fungos endofiticos ou enddfitos
(WACULICZ-ANDRADE, 2009).

Bary (1866) introduziu o termo endofito, citado por Stone (1988), sendo aplicado
a flora microbiana interna dos tecidos vegetais, em casos de infec¢des assintomaticas ou
ndo, e nos casos de interacOes de antagonistas ou mutualistas. Carroll (1988), restringiu
o0 uso do termo endofitico, aplicando somente para organismos que, em Seu processo de
colonizacgdo, ndo causam danos ao hospedeiro, desta forma excluindo os organismos
patogénicos e mutualisticos.

A diferenciacdo entre endofiticos e fitopatogénos depende do nicho ocupado em
determinado estagio e da interacdo do microrganismo com o hospedeiro (STROBEL et
al., 2004). A aplicacgdo destes termos tem puro significado didatico, havendo dificuldade
em determinar limites entre eles (AZEVEDO et al., 2002). Alguns endoéfitos tém sdo
capazes de melhorar as habilidades competitivas para herbivoros, patdgenos, e varios
estresses abidticos para seus hospedeiros (SAIKKONEN et al., 1998; NEWTON et al.,
2010; SAIKKONEN et al., 2010).

Os fungos enddfiticos tém a capacidade de colonizar inter ou intracelular e estdo
localizados muitas vezes em um Unico tipo celular. A colonizacdo de tecidos vegetais por
enddfitos envolve varias etapas, incluindo o reconhecimento, a germinacgéo de esporos, a
penetracdo da epiderme e a colonizacdo dos tecidos (PETRINI, 1996; GAO et al., 2010).

Alguns fungos endofiticos sdo conhecidos por serem patdgenos quiescentes
(latentes) (HYDE; SOYTONG, 2008). Recentes observacOes e hipdteses sobre fungos
endofiticos afirmam que a colonizacdo assintomatica é um equilibrio de antagonismo
entre 0 patdgeno e o hospedeiro (DEVARAJU; SATISH, 2010).
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Vaérios estudos tém demonstrado a importancia de fungos endofiticos na inducao
de resisténcia de plantas (DINGLE; MCGEE, 2003; KAVROULAKIS et al., 2007),
promogéo do crescimento vegetal (HAMAYUN et al., 2009; YOU et al., 2012), maior
tolerancia ao estresse abidtico (KHAN et al., 2012), controle bioldgico de pragas e
doencas (CAO etal., 2009; ZHANG et al., 2009) e a producéo de metabolitos de interesse
farmacologico, tais como antibidticos e antioxidantes (BUDHIRAJA et al., 2013;
CHANDRA, 2012; RADIC; STRUKELY, 2012).

Os fungos endofiticos possuem grande diversidade e sdo de grande potencial para
secretar metabolitos estruturalmente diversificados (BAKER; SATISH, 2012a; SINGH
et al., 2015a; DEVI; JOSHI, 2015; RANI et al.; 2017). Contudo, existe um numero de
relatos limitados no campo dos endodfitos e a sua capacidade para sintese de
nanoparticulas (BAKER; SATISH, 2012b; RANI et al.; 2017). A sintese de enddfitos
com nanoparticulas é relativamente novo e espera-se ter um impacto significativo no

futuro.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Fungos endofiticos de guaranazeiro

Os isolados de fungos endofiticos foram acessados do laboratério de
Microbiologia e Fitopatologia da Universidade Federal do Amazonas (UFAM). Estes
isolados foram obtidos a partir de folhas e sementes coletadas em areas de cultivo de
guaranazeiro nos municipios de Manaus e Maués no Estado do Amazonas. O isolamento
dos fungos endofiticos foi realizado pelo método indireto e preservados pelo método
Castellani e por repicagens periddicas em tubos de ensaio contendo meio de cultura BDA
(Batata-Dextrose-Agar).

Os isolados previamente preservados foram recuperados em placas de petri
contendo meio cultura BDA, e posteriormente foram preparadas culturas monosporicas
para todos os isolados, de forma a assegurar uniformidade genética. As culturas
monospdricas foram obtidas retirando com alca de platina pequenas quantidades das
estruturas do fungo e adicionadas em microtubos contendo 1000 pL de agua destilada e
esterilizada (ADE). Dessa diluicdo foram retirados 100 pL e adicionados em microtubos
contendo 900 pL de ADE, os quais foram submetidos a diluicdes fracionadas até a
concentragéo 1073, onde foi retirado uma aliquota de 100 uL, e distribuido uniformemente
em placas de Petri contendo o meio Agar-Agua, e espalhadas com o auxilio de uma alca
de Drigalsky. As placas foram incubadas a 27 °C durante 48 h. Apos este periodo, as
placas foram observadas sob lupa para a repicagem dos fragmentos de hifa originados a
partir de um Unico conidio para novas placas contendo o meio BDA. Todos os isolados

foram preservados em ADE em microtubos pelo método de Castellani (1967).
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4.2 Sintese de nanoparticulas de prata (AgNPs)

A sintese das AgNPs foi realizada no Laboratério de Nanomateriais do
Departamento de Fisica, e no Laboratdrio de Micologia do Departamento de Biologia da
Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG) e no Laboratério de Microbiologia e
Fitopatologia da Universidade Federal do Amazonas (UFAM)

Foi realizada uma selecdo massal para selecionar os fungos com potencial para a
sintese de nanoparticulas de prata. Os indculos fungicos foram preparados a partir de 90
isolados endofiticos sendo 38 isolados de sementes e 52 isolados de folhas (Tabela 1)
cultivados em placas de petri de 8 cm de diametro, contendo o meio de cultura BDA em

temperatura de laboratério (+ 26 °C) durante sete dias.



Tabela 1 — Isolados de fungos endofiticos de sementes e folhas de guaranazeiro avaliados para sintese de nanoparticulas de prata

Fungo Cultivar Parte da planta  Local de coleta Isolado

Agaricales sp. BRS871 Semente Maués 3012 R1

Aspergillus flavus Link BRS300 Semente Manaus 3051 R4

A. flavus Link BRS300 Folha Maués 849 R2

A. pseudonomius Varga, Samson & Frisvad BRS300 Folha Maués 762 R2
A. sydowii (Bainier & Sartory) Thom & Church BRS871 Folha Maués 421(B) R1

A. sydowii (Bainier & Sartory) Thom & Church BRS871 Folha Maués 491 R2

A. sydowii (Bainier & Sartory) Thom & Church BRS300 Folha Manaus 825 R3
A. versicolor (Vuill.) Tiraboschi BRS300 Folha Manaus 403(V) R1

Bionectria sp. 1 BRS871 Folha Maués 437 R2

Bionectria sp. 2 BRS300 Folha Manaus 505 R2

Bionectria sp. 3 BRS300 Semente Maués 3001 R4

Bionectria sp. 4 BRS871 Folha Maués 337 R2

Bionectria sp. 5 BRS871 Folha Manaus 414 R1
Bionectria sp. 6 BRS871 Folha Maués 437(1) R3

Cladosporium halotolerans Zalar, de Hoog & Gundee-Cim. BRS871 Semente Manaus 3042 R1

Clonostachys rosea (Preuss) Mussat BRS300 Semente Maués 3034 R1

C. rosea (Preuss) Mussat BRS300 Semente Maués 3034 R4

C. rosea (Preuss) Mussat BRS300 Semente Manaus 3041 R1

C. rosea (Preuss) Mussat BRS300 Semente Manaus 3044 R2

C. rosea (Preuss) Mussat BRS300 Semente Manaus 3048 R4

C. rosea (Preuss) Mussat BRS300 Semente Maués 3049 R2

C. rosea (Preuss) Mussat BRS300 Folha Manaus 384 R2

Colletotrichum gigasporum Rakotonir. & Munaut BRS300 Folha Maués 306 R1

C. gloeosporioides (Penz.) Penz. & Sacc. BRS300 Semente Maués 3028 R2



C. gloeosporioides (Penz.) Penz. & Sacc.
Daldinia sp. 1
Daldinia sp. 2
Diaporthe citri F.A. Wolf
D. phaseolorum (Cooke & Ellis) Sacc.
D. phaseolorum (Cooke & Ellis) Sacc.
D. phaseolorum (Cooke & Ellis) Sacc.
D. phaseolorum (Cooke & Ellis) Sacc.
D. phaseolorum (Cooke & Ellis) Sacc.
D. phaseolorum (Cooke & Ellis) Sacc.
Diaporthe sp. 1
Diaporthe sp. 2
Diaporthe sp. 3
Fungal sp.
Fusarium concolor Reinking
F. concolor Reinking
. concolor Reinking
. concolor Reinking
. concolor Reinking
. concolor Reinking
. concolor Reinking
. concolor Reinking
F. decemcellulare Brick
F. decemcellulare Brick
F. polyphialidicum Marasas, P.E. Nelson, Toussoun & P.S. van Wyk
F. polyphialidicum Marasas, P.E. Nelson, Toussoun & P.S. van Wyk
F. solani (Mart.) Sacc.

LI A R

BRS300
BRS300
BRS871
BRS300
BRS300
BRS300
BRS300
BRS871
BRS300
BRS871
BRS300
BRS871
BRS871
BRS300
BRS871
BRS300
BRS300
BRS300
BRS300
BRS871
BRS871
BRS300
BRS300
BRS300
BRS300
BRS300
BRS871

Semente
Folha
Folha
Folha
Folha
Folha
Folha
Folha
Folha
Folha
Folha
Folha
Folha
Folha

Semente

Semente

Semente
Folha
Folha
Folha
Folha
Folha

Semente
Folha

Semente
Folha
Folha

Maués
Maués
Manaus
Manaus
Manaus
Manaus
Maués
Maués
Manaus
Manaus
Manaus
Maués
Maués
Manaus
Manaus
Manaus
Manaus
Maués
Maués
Maués
Maués
Maués
Manaus
Manaus
Maués
Manaus
Maués

3029 R4
408 R3
511 R2
342 R2
348 R3
351 R2
361 R1
393 R1
397 R2
479 R2
350 R1
421 R2
425 R3
422 R1
3013 R1
3016 R3
3018 R1
301 R1
365 R2
416 R3
527 R1
710 R5
3037 R4
349 R1
3023 R1
482 R3

310(D) R1

41



F. solani (Mart.) Sacc.
F. solani (Mart.) Sacc.
F. solani (Mart.) Sacc.
F. solani (Mart.) Sacc.
Fusarium sp. 1
Fusarium sp. 2
Fusarium sp. 3
Fusarium sp. 4
Fusarium sp. 5
Fusarium sp. 6
Fusarium sp. 7
Hypoxylon monticulosum Mont.
Lasiodiplodia theobromae (Pat.) Griffon & Maublanc
Lentinus swartzii Berk.
Nigrospora oryzae (Berk. & Broome) Petch
N. oryzae (Berk. & Broome) Petch
N. oryzae (Berk. & Broome) Petch
N. oryzae (Berk. & Broome) Petch
N. oryzae (Berk. & Broome) Petch
Penicillium citrium Thom
P. citrium Thom
P. citrium Thom
P. citrium Thom
P. citrium Thom
Pestalotiopsis microspora (Speg.) Bat. & Peres
P. microspora (Speg.) Bat. & Peres
P. microspora (Speg.) Bat. & Peres

BRS871
BRS871
BRS871
BRS871
BRS300
BRS300
BRS300
BRS871
BRS300
BRS300
BRS300
BRS300
BRS871
BRS871
BRS300
BRS871
BRS871
BRS300
BRS871
BRS871
BRS300
BRS871
BRS300
BRS871
BRS300
BRS871
BRS871

Folha
Folha
Folha
Folha
Semente
Semente
Semente
Semente
Semente
Folha
Folha
Folha
Folha
Semente
Folha
Folha
Folha
Folha
Folha
Folha
Folha
Folha
Folha
Folha
Semente
Semente
Folha

Maués
Maués
Maués
Manaus
Manaus
Manaus
Maués
Maués
Manaus
Manaus
Manaus
Maués
Maués
Maués
Manaus
Maués
Maués
Manaus
Maués
Maués
Manaus
Maués
Maués
Manaus
Maués
Maués
Maués

337(2) R3
396 R3
396(1) R2
594 R2
3017 R1
3019 R2
3022 R1
3027 R4
3030(2) R1
472 R2
361 R2
302 R1
314 R4
3007(1) R3
377 R1
440 R1
442 R1
451 R1
461 R2
435 R3
484 R2
602(B) R2
776 R2
840 R1
3002 R2
3008 R4
419 R3
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Phomopsis sp. 1
Phomopsis sp. 2
Phomopsis sp. 3
Phomopsis sp. 4
Polyporales sp. 5
Polyporales sp. 6
Polyporales sp. 7
Simplicillium lanosoniveum (J.F.H. Beyma) Zare & W. Gams
S. lanosoniveum (J.F.H. Beyma) Zare & W. Gams
Talaromyces amestolkiae Yilmaz, Houbraken, Frisvad and Samson
T. amestolkiae Yilmaz, Houbraken, Frisvad and Samson
T. amestolkiae Yilmaz, Houbraken, Frisvad and Samson

BRS300
BRS300
BRS300
BRS871
BRS871
BRS871
BRS871
BRS300
BRS300
BRS300
BRS300
BRS300

Semente
Semente
Semente
Semente
Semente
Semente
Semente
Semente
Semente
Semente
Semente
Semente

Maués
Maués
Manaus
Manaus
Maués
Maués
Manaus
Maués
Maués
Maués
Maués
Manaus

3031 R2
3035 R3
3040 R3
3043 R1
3005 R2
3006 R1
3015 R2
3000 R1
3024 R2
3052 R1
3053 R2
3054 R4

43
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Ap0s o crescimento das colonias, os isolados foram cultivados em triplicata em
Erlenmeyer de 250 mL contendo 100 mL de meio liquido BD (Batata-Dextrose), no qual
foram depositados dez discos de cultura de 5 mm de didametro em cada frasco, e
incubados em agitador orbital a 120 rpm na temperatura de laboratorio (+ 26 °C) durante
sete dias, (DURAN et al, 2005; 2012; GAJBHIYE et al, 2009; SANGUINEDO et al,
2018). O extrato metabdlico foi separado da massa micelial por filtragem em papel de
filtro Whatman n°1 em seguida filtrado para esterilidade através de membrana 0,22 pum
de porosidade. Em cada extrato metabdlico recuperado foi adicionada uma solucdo 1mM
de nitrato de prata (AgNO3) em um Erlenmeyer de 125 mL. A solucdo reacional foi
mantida em agitador orbital a temperatura de laboratorio no escuro a 120 rpm, durante
nove dias (VAHABI et al, 2011; DEVI; JOSHI, 2015; SANGUINEDO et al, 2018).

A concentracéo final de AgNO3 de 1mM foi escolhida pois ao utilizar uma baixa
concentracdo de sal precursor, a reducdo metalica ocorre de forma a favorecer o
esgotamento dos cétions Ag* livres em solucéo e a conversdo deles a Ag®, levando a
formagéo das AgNPs.

Um estudo conduzido por Veerasamy et al., (2011) mostra que a formacéo de
AgNPs por sintese verde utilizando diferentes concentracdes finais de AgNOs e, entre as
concentracg0es finais testadas de 0,25; 0,5; 0,75; 1, 2 e 5 mM, a de ImM apresentou maior
formac&o de AgNPs de acordo com as maximas observadas por medidas de absorbancia.

A reducédo de ions de prata foi monitorada por inspe¢édo visual da solu¢do bem
como através de medidas de absorcdo através do espectro UV-Visivel da solugdo por
amostragem de aliquotas (1,5 mL) da solucéo reacional. As medidas de espectroscopia
no UV-Vis foram registradas em um espectrofotdbmetro de duplo feixe (Shimadzu —
modelo UV-1601 PC) operado a uma resolugdo de 1 nm entre 300 e 800 nm, em trés
momentos diferentes, com 72h, 144h e com 216h de incubagdo.

A agitacdo foi interrompida quando ndo havia aumento no pico maximo de
absorcdo de nanoparticulas de prata e simultaneamente foi observado a mudanca da cor
do filtrado incubado com a solugdo de prata 1mM, o que indica a bio-reducéo de ions de
prata para nanoparticulas. O extrato metabolico filtrado livre da solugdo de nitrato de
prata foi usado como controle (VAHABI, et al, 2011; DEVI; JOSHI, 2015;
SANGUINEDO et al, 2018).
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4.3 Purificacdo de nanoparticulas de prata (AgNPs)

A purificacdo da solugdo de nanoparticulas de prata é uma etapa importante e
necessaria para remoc¢ao de quantidades substanciais de impurezas ou de agende redutor
em excesso. Essa etapa também oferece maior flexibilidade de variacdo do volume final
de amostra tratada das AgNPs em suspensdo (BALASUBRAMANIAN et al., 2010).

Os métodos de purificacdo que tém sido mais adotados para remover componentes
néo desejados incluem centrifugacdo (WULANDARI et al., 2008), troca ibnica (ZHANG
et al., 2010), extracdo com solvente (SHALKEVICH et al., 2010), diélise (AQILI et al.,
2008) e diafiltracdo (HABERT et al., 2006).

Para obter nanoparticulas de prata (AgNPs) purificadas, uma aliquota de 1 mL foi
retirada da solucdo reacional e adicionada a coluna de cromatografia de gel filtrag&o.

A cromatografia de gel filtracdo, conhecida também como cromatografia de
exclusdo molecular, € uma técnica cromatografica na qual as proteinas sdo separadas por
meio de seus tamanhos e massas moleculares. Para este experimento, foi utilizada uma
coluna composta por gel de Sephadex G-7, que apresenta pequenos poros, nos quais
moléculas menores permeardo, portanto, utilizardo maior tempo para percorrer a coluna
e, assim, com maior volume para eluicdo, ao passo que as moléculas maiores terdo menor
tempo de eluicdo resultando na saida da coluna mais rapidamente (CAGLIARI, 2016).

A coluna utilizada foi composta por gel de Sephadex G-75 e o tampéo utilizado
foi 0 tampé&o de Citrato de Sddio (Acido Citrico + Citrato de Sadio) (YAO e LENHOFF,
2004).
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4.3.1 Preparacdo de solucdo tampdo de citrato de sodio

Foi preparado 1L de solucdo aquosa de acido citrico e 1 L de solugdo aquosa de
citrato de sédio; em um Erlenmeyer de 1L foi misturado 95 mL da solucdo aquosa de
acido citrico (CeHgO7) com 415 mL da solugdo aquosa de citrato de sodio
(NasCsHs07.2H20); sob agitacdo. Apds confirmar o pH 6,0 da solucdo o volume da
solucdo foi completado com &gua destilada.

4.3.2 Coluna de cromatografia

Para a montagem da coluna de cromatografia foi preparado o gel a partir de 4g de
Sephadex G-75 para 120 mL de solucdo tampdo. Ambos foram misturados e deixados
por 2h para intumescimento; apos esse periodo o gel foi transferido para as colunas
(Figura 2) e deixados em repouso por 24h para ocorrer o0 empacotamento do gel dentro

da coluna.
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Figura 2 — Coluna de Cromatografia

4.3.3 Purificacdo

Uma aliquota de 1 mL foi retirada da solucéo reacional e adicionada a coluna de
cromatografia. Em seguida a coluna foi lavada com 100 mL de solugdo tampa&o, e diversas
aliquotas de 1,5 mL foram recolhidas e identificadas.

A espectroscopia UV-Vis foi utilizada para avaliar a estabilidade coloidal das
nanoparticulas purificadas, com o intuito de verificar a estabilidade nas nanoparticulas de
prata, que podem ser monitoradas ao longo da dissolu¢do da aliquota de 1 mL adicionada
na coluna.

Atraveés da purificacdo em coluna de cromatografia, dez aliquotas de cada solucéo
reacional foram recolhidas e avaliadas na espectroscopia UV-Vis afim de se ter uma
aliquota livre de outros residuos, e se obter uma aliquota com leitura de absorcéo entre
400 - 670 nm, 0 que segundo a literatura indica a presenca de nanoparticulas de prata.
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4.4 Caracterizacdo de nanoparticulas de prata (AgNPs)

As mudangas de coloragdo das misturas de reacdo foram usadas como evidéncia
para a formacdo de nanoparticulas de prata. Amostras de 1,5 mL foram retiradas de
frascos contendo a solucdo reacional ja purificado, e o espectro de absorbancia, foi
medido na faixa de 300 - 800 nm. (SANGUINEDO et al, 2018).

A morfologia das AgNPs foi observada em microscépio eletrdnico de varredura
(MEV). Este equipamento produz imagens baseadas na deteccao de elétrons secundarios
gerados na amostra quando ela é bombardeada por um feixe de elétrons. Os elétrons séo
escaneados num plano e registrados em cada parte usando um detector (LIMBORCO,
2018).

Para as imagens, 10 uL de cada solugdo reacional contendo as AgNPs obtidas a
partir da purificacdo das solugbes dos isolados endofiticos foram adicionados em um
suporte (stub) revestido com uma fita de carbono e deixados por 72h a temperatura de
laboratério (+ 26 °C) para secagem.

Todas as imagens foram obtidas em microscépio eletrdnico de varredura FEG
com sistema de Nanofabricacdo FIB com canhdo de elétrons de emissao por efeito de
campo, modelo — Quanta FEG 3D FEI.

O MEV permite visualizar a morfologia e, ao mesmo tempo, através do EDS
(espectroscopia de energia dispersiva), avaliar a anlise composicional e a conformacgéo
da presenca de prata. Esse sistema de microanalise é constituido por espectrdmetro de
energia dispersiva de raios X. (DEVI; JOSHI, 2015; SANGUINEDO et al, 2018).
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4.5 Obtencao dos isolados de fungos fitopatdgenos

Os isolados de fungos fitopatdgenos Colletotrichum guaranicola, obtidos de
plantas de guaranazeiro, Colletotrichum spp., da pimenta-de cheiro (Capsicum chinense
L) e Corynespora cassiicola, do tomateiro (Solanum licopersicon L) foram acessados da
colecdo do Laboratério de Microbiologia e Fitopatologia da Universidade Federal do
Amazonas — UFAM, onde foram realizados todos os ensaios in vitro. Os isolados estavam
preservados em microtubos contendo agua destilada esterilizada, mantidos em
temperatura de laboratdrio (x 26 °C).

A reativacdo dos isolados foi realizada em meio de cultura BDA Batata-
Dextrose-Agar, (batata, 200 g.L™; dextrose, 20 g.L*; 4gar 17 g.L™) em placa de Petri de
70 x 15 mm @, depositando um disco de meio de cultura contendo a colonia do isolado
no centro de cada placa. Para o crescimento flngico, as placas de Petri foram mantidas
em temperatura ambiente com a presenca de luz por sete dias. Preliminarmente foi

realizado o teste de patogenicidade, confirmando a viabilidade patogénica dos isolados.
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4.6 Avaliacdo da atividade antifungica de nanoparticulas de prata no controle in

vitro dos fitopatdgenos

A atividade antifungica das AgNPs foi avaliada utilizando as metodologias
propostas por Bautista-Bands et al. (2003) e Guo et al. (2007).

Os experimentos foram conduzidos separadamente para cada fitopatdgeno, em um
delineamento inteiramente casualizado, com quatro tratamentos, quatro doses de NPs (0,
100; 500; 1000 pL), e cinco repetigdes.

Para verificar o efeito das AgNPs sobre o crescimento micelial dos fitopatdgenos,
aliquotas de 0 pL, 100uL, 500 pL e 1000 pL de cada solucéo reacional foram colocadas
com o auxilio de uma pipeta automaética, no centro de placas de Petri contendo o meio de
cultura BDA, e distribuidas sobre a superficie do meio com o auxilio da al¢a de Drigalsky.
Apos duas horas, um disco de 0,5 cm de diametro do meio de cultura contendo o
patogeno, foi repicado para o centro das placas de Petri, que foram mantidas em
temperatura de laboratorio (+ 26 °C) durante o periodo necessario para que o crescimento
colonial do patdégeno de um dos tratamentos ocupasse toda a placa. A testemunha
constitui o crescimento micelial do fungo em meio de cultura sem a presenca das solucdes
em teste.

A avaliacdo da eficiéncia das nanoparticulas de prata foi realizada diariamente por
meio da medicdo, com o auxilio de um paquimetro digital, do didmetro longitudinal e
transversal do crescimento micelial do patdgeno.

Apos a obtencdo do didmetro colonial do patdgeno foi realizado o célculo do

Crescimento Radial (CR) do fungo utilizando a formula proposta por Forti (1997), em

que:
cp— DM —05
2
Onde:
DM: Média dos diametros longitudinal e transversal do crescimento colonial do
patogeno;

0,5: Diametro do disco do isolado do patdgeno colocado sobre 0 meio de cultura.
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Em seguida, foi calculado o crescimento radial diario, usando a seguinte formula:
CR
CRd = —
n

Onde:

CR: Crescimento radial do fungo calculado utilizando a férmula proposta por
Forti (1997);

n: Numero de dias necessario para que o crescimento colonial do patégeno ocupe

toda a placa de Petri.

Foi calculado o percentual de inibi¢do do crescimento micelial (PIC) conforme a

férmula utilizada por Hillen et al. (2012), em que:

pIC (Crescimento da testemunha — Crescimento do tratamento) X 100

Crescimento da testemunha

Os dados obtidos foram submetidos a analise estatistica e as médias comparadas
pelo Teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade, usando o programa para analise
estatistica ASSISTAT versédo 7.7.
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4.7 Avaliacdo da atividade antifungica de nanoparticulas de prata na producdo de

esporos dos fitopatogenos

Foram coletados os esporos das placas nas quais se avaliou o crescimento micelial.
Adicionou-se 20 mL de dgua destilada esterilizada as placas de Petri com pincel de cerdas
macias os conidios foram removidos. A suspensao de todas as placas de cada tratamento
foi coletada em um béquer e o nimero de esporos foi quantificado em camara de
Neubauer.

Uma aliquota de 10 pL, da solucédo de esporos foi transferida para a Camara. Para
iSso a ponta da pipeta foi colocada no canal em um dos lados e o fluido foi forcado a sair,
permitindo assim que entrasse na camara por capilaridade. A seguir a cAmara foi colocada
sob microscopio (objetiva de 40x) onde foi realizado a contagem dos esporos. Foram
contados todos os esporos que estavam dentro da area do quadrado grande central,
incluindo aqueles que estavam sobre as linhas superior e direita do perimetro externo do
quadrado médio. Os esporos que estavam sobre as linhas inferior e esquerda deste
quadrado ndo foram incluidos na contagem (VICCINI, 2004).

Foi calculado o percentual de inibicdo da esporulacdo (PIE) conforme a formula

utilizada por Fernandes et al., (2015), em que:

PIE = (Esporulagdo da testemunha — Esporulagdo do tratamento) X 100

Esporulacgao da testemunha

Os dados obtidos da contagem dos esporos foram submetidos a analise estatistica
e as médias comparadas pelo Teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade, usando o

programa para analise estatistica ASSISTAT versdo 7.7.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Sintese de nanoparticulas de prata (AgNPs)

Os 90 isolados fungicos obtidos de sementes e folhas de guaranazeiro foram
cultivados em triplicata em meio BD (Batata-Dextrose) para a obtengdo de filtrados
fangicos que foram empregados na avaliagdo da capacidade de conversdo de
nanoparticulas de prata. Dentre os 90 isolados avaliados, quatro (3013 R1) Fusarium
concolor; (3016 R3) Fusarium concolor; (301 R1) Fusarium concolor; (365 R2)
Fusarium concolor apresentaram maximo de absorcdo variando de 400 a 500 nm de

acordo com a leitura preliminar de absorbancia (Tabela 2).



Tabela 2 — Média da leitura preliminar da absorbancia do isolados de fungos endofiticos avaliados para sintese de nanoparticulas de prata

Isolado Espécie Pico de absorbancia
(nm)
3012 R1 Agaricales sp. 265
3051 R4 Aspergillus flavus Link 350
849 R2 A. flavus Link 300
762 R2 A. pseudonomius Varga, Samson & Frisvad 340
421(B) R1 A. sydowii (Bainier & Sartory) Thom & Church 280
491 R2 A. sydowii (Bainier & Sartory) Thom & Church 210
825 R3 A. sydowii (Bainier & Sartory) Thom & Church 270
403(V) R1 A. versicolor (Vuill.) Tiraboschi 260
437 R2 Bionectria sp. 1 215
505 R2 Bionectria sp. 2 210
3001 R4 Bionectria sp. 3 260
337 R2 Bionectria sp. 4 370
414 R1 Bionectria sp. 5 290
437(1) R3 Bionectria sp. 6 220
3042 R1 Cladosporium halotolerans Zalar, de Hoog & Gundee-Cim. 230
3034 R1 Clonostachys rosea (Preuss) Mussat 225
3034 R4 C. rosea (Preuss) Mussat 230
3041 R1 C. rosea (Preuss) Mussat 330
3044 R2 C. rosea (Preuss) Mussat 350
3048 R4 C. rosea (Preuss) Mussat 300
3049 R2 C. rosea (Preuss) Mussat 310
384 R2 C. rosea (Preuss) Mussat 240




306 R1
3028 R2
3029 R4
408 R3
511 R2
342 R2
348 R3
351 R2
361 R1
393 R1
397 R2
479 R2
350 R1
421 R2
425 R3
422 R1
301 R1
3013 R1
3016 R3
3018 R1
365 R2
416 R3
527 R1
710 R5
3037 R4
349 R1
361 R2

Colletotrichum gigasporum Rakotonir. & Munaut
C. gloeosporioides (Penz.) Penz. & Sacc.
C. gloeosporioides (Penz.) Penz. & Sacc.
Daldinia sp. 1
Daldinia sp. 2
Diaporthe citri F.A. Wolf
D. phaseolorum (Cooke & Ellis) Sacc.
D. phaseolorum (Cooke & Ellis) Sacc.
D. phaseolorum (Cooke & Ellis) Sacc.
D. phaseolorum (Cooke & Ellis) Sacc.
D. phaseolorum (Cooke & Ellis) Sacc.
D. phaseolorum (Cooke & Ellis) Sacc.
Diaporthe sp. 1
Diaporthe sp. 2
Diaporthe sp. 3
Fungal sp.
Fusarium concolor Reinking
F. concolor Reinking
. concolor Reinking
. concolor Reinking
. concolor Reinking
. concolor Reinking
. concolor Reinking
. concolor Reinking
F. decemcellulare Brick
F. decemcellulare Brick
F. polyphialidicum Marasas, P.E. Nelson, Toussoun & P.S. van Wyk

SLIL L A i B

230
270
230
310
265
210
310
240
220
275
250
210
305
260
255
280
430
440
445
215
450
230
380
230
295
205
235
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3023 R1
482 R3
310(D) R1
337(2) R3
396 R3
396(1) R2
594 R2
3017 R1
3019 R2
3022 R1
3027 R4
3030(2) R1
472 R2
302 R1
314 R4
3007(1) R3
377 R1
440 R1
442 R1
451 R1
461 R2
435 R3
484 R2
602(B) R2
776 R2
840 R1
3002 R2

F. polyphialidicum Marasas, P.E. Nelson, Toussoun & P.S. van Wyk
F. solani (Mart.) Sacc.
F. solani (Mart.) Sacc.
F. solani (Mart.) Sacc.
F. solani (Mart.) Sacc.
F. solani (Mart.) Sacc.
Fusarium sp. 1
Fusarium sp. 2
Fusarium sp. 3
Fusarium sp. 4
Fusarium sp. 5
Fusarium sp. 6
Fusarium sp. 7
Hypoxylon monticulosum Mont.
Lasiodiplodia theobromae (Pat.) Griffon & Maublanc
Lentinus swartzii Berk.
Nigrospora oryzae (Berk. & Broome) Petch
N. oryzae (Berk. & Broome) Petch
N. oryzae (Berk. & Broome) Petch
N. oryzae (Berk. & Broome) Petch
N. oryzae (Berk. & Broome) Petch
Penicillium citrium Thom
P. citrium Thom
P. citrium Thom
P. citrium Thom
P. citrium Thom
Pestalotiopsis microspora (Speg.) Bat. & Peres

250
230
215
220
270
255
215
250
265
220
230
255
260
310
285
295
255
230
260
220
210
275
370
245
310
230
230
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3008 R4
419 R3
3031 R2
3035 R3
3040 R3
3043 R1
3005 R2
3006 R1
3015 R2
3000 R1
3024 R2
3052 R1
3053 R2
3054 R4

P. microspora (Speg.) Bat. & Peres
P. microspora (Speg.) Bat. & Peres
Phomopsis sp. 1
Phomopsis sp. 2
Phomopsis sp. 3
Phomopsis sp. 4
Polyporales sp. 5
Polyporales sp. 6
Polyporales sp. 7
Simplicillium lanosoniveum (J.F.H. Beyma) Zare & W. Gams
S. lanosoniveum (J.F.H. Beyma) Zare & W. Gams
Talaromyces amestolkiae Yilmaz, Houbraken, Frisvad and Samson
T. amestolkiae Yilmaz, Houbraken, Frisvad and Samson
T. amestolkiae Yilmaz, Houbraken, Frisvad and Samson

265
265
280
260
285
245
215
275
260
235
230
230
255
225
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Apos a exposicao do meio BD ao nitrato de prata, foi observado mudanga de cor,
a qual é dependente do tempo como ilustrado na Figura 3.
Figura 3 — Sintese das nanoparticulas de prata dos isolados Fusarium concolor que apresentaram

maximo de absor¢do compativel com nanoprata. A = 0h, B = 72h, C = 144h e D = 216h apds adicdo da
solugdo de nitrato de prata (1 mM)

No inicio da reagdo (tubo A = tempo zero) a solucdo apresenta cor amarelo
transparente tipico do meio BD. Ap6s 72h (tubo B) a solugdo comeca apresentar uma
variacdo na cor, o que indica que esta ocorrendo uma modificacdo da composi¢cdo da
solucéo.

Com 144h (tubo C) a solugdo apresentou uma cor marrom-amarelada, uma
indicac&o de reduco do cation prata a prata metalica (Ag* — Ag®). Segundo Solomon et
al., (2007), indica a sintese de AgNPs com crescimento controlado.

Com o aumento do tempo de reacao (tubo D = 216h) a solugédo apresentou cor
marrom que é caracteristica da formacgdo de nanoparticulas de prata a partir de uma
aglomeracdo produzidas devido a excitacdo plasménica de superficie e reducdo de
AgNOs3
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Segundo Link e El-Sayed (2003), a dispersdo das nanoparticulas manifesta esta
cor devido a absorgdo de fotons associados a ressonancia de plasma. A origem fisica da
forte absorcdo de luz por nanoparticulas de metais nobres é a oscilacdo de elétrons
induzida por interacdo com o campo eletromagnético. O campo elétrico de uma onda
induz a polarizacdo dos elétrons em relacdo ao nucleo iénico da nanoparticula esférica,
criando uma diferenca de carga na superficie da nanoparticula. Desta forma, uma
oscilacdo dipolar de todos os elétrons com a mesma fase é produzida. Quando a
frequéncia do campo eletromagnético se torna ressonante com o movimento dos elétrons,
uma forte absorcdo dos elétrons € vista que origina a cor observada.

Birla et al., (2009) utilizando o meio BD para a producao de AgNPs com o fungo
Ph. glomerata, visualizaram a mudanca de coloracdo de amarelo transparente para o
marrom, assim como Vahabi et al., (2011), utilizando o meio GC (glicose e hidrolisado
de caseina) para a producdo de AgNPs com o fungo Trichoderma reesei, relataram a
mudanca de coloragdo de amarelo transparente para uma cor marrom-amarelada apos 72h
de incubacéo, indicando a formacéo de nanoparticulas de prata na mistura.

Durante a biossintese de nanoparticulas, o tipo de microrganismo, o meio de
cultura e as condi¢Oes de incubacdo sdo importantes fatores para o controle dos
parametros desejados (HUSSEINY et al., 2015). As condi¢des ambientais afetam o
crescimento e metabolismo dos fungos, afetando diretamente a produtividade do
processo. A otimizacéo fisica de parametros ndo so contribuira para um bom crescimento,
mas também para aumentar o rendimento do produto. As condigdes de crescimento, tais
como concentracdo de substrato, pH, temperatura e in6culo afetam diretamente a taxa de
atividade enzimatica que reflete na sintese de AgNPs (SINGH et al., 2014).

A mudanca na coloracdo da solucdo é a primeira evidéncia da formacdo das
AgNPs, que se confirma através da espectroscopia UV-Vis, como ilustrado na Figura 6.

O perfil de absorcdo de luz foi obtido a partir de uma varredura de 300 a 800
nanbmetros (nm), pois tem se conhecimento que a prata em escala nanométrica tem o seu
méaximo de absorcdo variando de 400 a 670 nm (OLIVEIRA, 2005). Os isolados que
apresentaram mudanca de coloracdo, apresentaram a banda plasmonica caracteristica de
NPs de prata, sendo este o primeiro indicio de que a prata formada em todas as amostras

estd na forma nanoparticulada.
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Os espectros abaixo, Figura 4, sdo referentes as amostras dos isolados fungicos
efetivos na producdo de AgNPs. Amostras das solugbes reacionais dos isolados F.
concolor (3013 R1, 3016 R3, 301 R1 e 365 R2), tendo a concentracgdo de nitrato de prata

na sua composigao.

Figura 4 — Espectros UV-Vis dos isolados efetivos na producdo de AgNPs

——3013RI
——3016 R3
——301RI
45 365 R2

Absorbancia (u.a.)
1
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300 400 500 600 700 800

Comprimento de onda (nm)

E observado bandas de plasmon de superficie na regido entre 350 e 500 nm,
caracterizando a existéncia de NPs de prata em sua superficie. Ap6s uma regressao da
curva, gaussiana, obteve-se os maximos de absorcdo e a largura a meia altura da banda
(Full Width at Half Maximun — FWHM).

No espectro representativo da absorcdo de luz referente ao isolado 3013 R1 é
observado que 0 maximo de absorcdo esta em, aproximadamente 439,38 nm. Na regido
proxima a 369 nm, os valores de absorbancia estdo em torno 2,8, contudo esses valores
comegam a aumentar na regido de 440 nm e chegam ao méaximo de absor¢éo na regido de
468 nm (Figura 5A).

A gaussiana do espectro referente a este isolado fungico (Figura 5B), esta em,
aproximadamente, 437,32 nm e a largura a meia altura da banda é de aproximadamente
187,15 nm.



Figura 5 — (A) Espectro de absor¢do no UV-Vis das AgNPs do isolado 3013 R1. (B) Ajuste Gauss
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No espectro representativo da absorcdo de luz do isolado 3016 R3 (Figura 6A) é
observado que na regido proxima a 369 nm, os valores de absorbancia estdo em torno 2,8,
contudo esses valores comegam a aumentar na regido de 444 nm e chegam ao méaximo de
absorcéo na regido de 460 nm.

A gaussiana do espectro referente a este isolado (Figura 6B), esta em,
aproximadamente, 442,30 nm e a largura a meia altura da banda é de aproximadamente
196,51 nm.



Figura 6 — (A) Espectro de absor¢do no UV-Vis das AgNPs do isolado 3016 R3. (B) Ajuste Gauss
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No espectro representativo da absorcdo de luz do isolado 301 R1 (Figura 7A)
observa-se que na regido proxima a 369 nm, os valores de absorbancia estdo em torno
2,6, contudo esses valores comegcam a aumentar na regido de 427 nm e chegam ao maximo
de absorcéo na regido de 445 nm.

A gaussiana do espectro referente a este isolado (Figura 7B), esta em,
aproximadamente, 428,44 nm e a largura a meia altura da banda é de aproximadamente
183,27 nm.



Figura 7 — (A) Espectro de absor¢do no UV-Vis das AgNPs do isolado 301 R1 (B) Ajuste Gauss
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Um ombro em aproximadamente 369 - 370 nm é visualizado no espectro de
absorcdo das misturas reacionais dos isolados fungicos, podendo estar associado a
excitacOes eletrbnicas nos residuos de aminoacidos aromaticos das proteinas presentes
(AHMAD et al., 2003).

Estas observacdes indicam a possivel libera¢do de proteinas em solucdo pelo
Fusarium e sugere um mecanismo provavel para a reducdo dos ions metalicos presentes
na solucdo (DURAN et al., 2005).

No espectro representativo da absorgdo de luz do isolado 365 R2 (Figura 8A)
observa-se que na regido proxima a 370 nm, os valores de absorbancia estdo em torno
2,8, contudo esses valores comegam a aumentar na regido de 449 nm e chegam ao maximo
de absorcéo na regido de 475 nm.

A gaussiana do espectro referente a este isolado (Figura 8B), esta em,
aproximadamente, 446,56 nm e a largura a meia altura da banda é de aproximadamente
196,01 nm.



Figura 8 — (A) Espectro de absor¢do no UV-Vis das AgNPs do isolado 365 R2. (B) Ajuste Gauss
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Nota-se uma diferenca entre os espectros das quatro amostras obtidas, relacionada
com a posic¢ao do méximo de absorcdo da banda plasmon (que varia entre 369 e 449 nm),
e também com a largura a meia altura desta banda. Uma vez que todas as amostras foram
preparadas usando-se 0S mesmos reagentes, as variagdes entre os espectros devem ser
devidas as diferentes caracteristicas das proprias NPs formadas em cada sintese (tamanho
médio, forma e/ou distribuicdo de tamanhos).

Apos o periodo de incubacéo, as misturas reacionais passaram por procedimentos

de purificacdo das AgNPs afim de eliminar a existéncia de outras substancias.

5.2 Purificac@o de nanoparticulas de prata (AgNPs)

As amostras dos isolados F. concolor apresentaram picos de absorcdo a regido
visivel de seus espectros de absorcéo entre 400-500 nm em 216h de reacéo (Figura 5, 6,
7¢e8).

As amostras foram purificadas em uma coluna de cromatografia de gel filtracéo,
afim de eliminar contaminantes presentes nas solucdes reacionais, ja que as moléculas
pequenas podem penetrar na maioria dos poros apresentando maior tempo de retencéo,
enquanto as maiores sao excluidas de todos os poros. Assim, moléculas grandes movem-
se rapidamente atraves da coluna e as pequenas (nanoparticulas de prata) sdo eluidas
lentamente pela fase mével (ZUNIGA, 2003).

A qualidade ao longo do tempo, bem como a avaliacdo da integridade da solucdo
reacional, é verificada através das etapas de purificacdo. Uma diminuicdo na intensidade
do pico pode ser observada ao longo das aliquotas purificadas, indicando aliquotas livres
de outros residuos (SANGUINEDO et al., 2018).

Através da purificacdo em coluna de cromatografia, seis aliquotas de cada solucao
reacional foram recolhidas e avaliadas na espectroscopia UV-Vis afim de se obter uma
aliquota livre de outros residuos, e se obter uma aliquota com leitura de absorcao entre

400-670 nm, o que segundo a literatura indica a presenca de nanoparticulas de prata.
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O espectro de absorcdo na regido de UV-Vis das nanoparticulas de prata das
misturas reacionais purificadas, como ilustrado na Figura 9, indica que o pico SPR e a
absorbancia € maximo para as aliquotas 03 do isolado 3013 R1 (405,82 nm; 1,83) (Figura
9A), aliquota 04 do isolado 3016 R3 (404,91 nm; 1,01) (Figura 9B), aliquota 04 do isolado
301 R1 (406,74 nm; 1,33) (Figura 9C), e aliquota 03 do isolado 365 R2 (407,82 nm; 1,84)
(Figura 9D).

O valor maximo de absorbancia ¢ um indicativo do nimero de nanoparticulas
presentes na solugédo coloidal. O aumento na absorbancia no UV-Vis em fungdo do tempo
de sintese demonstra um acréscimo gradativo da concentragdo de nanoparticulas de prata
na solucdo reacional (SANTANA, 2012).
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Figura 9 — Espectro de absorcdo no UV-Vis das AgNPs purificadas dos isolados 3013 R1 (A), 3016 R3
(B), 301 R1 (C), 365 R2 (D)
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Observa-se que 0os menores valores de absorbancia obtidos nesse caso foram das
primeiras aliquotas purificadas (Tabela 3), esse comportamento pode ser justificado pelo
processo de purificacdo em que pelo sistema de cromatografia.

Tabela 3 — Absorbancia das aliquotas purificadas dos isolados fungicos
efetivos na producdo de AgNPs

3013R1 3016 R3 301R1 365R2
Aliquota Absorbancia

0,0021  0,0067  0,0073  0,0070
0,8385  0,0144  0,0073  0,2228
1,8336 09573  1,1156  1,8426
04573  1,0187  1,3340  0,9215
0,2033  0,3057 05699  0,5087
0,1397  0,1830  0,2172  0,3499

o Ok WwN -

A Figura 10A a seguir mostra o espectro representativo da absor¢do de luz
referente a aliquota purificada do isolado 3013 R1 que obteve maior absorbancia (1,83),
em gque 0 maximo de absorcdo estd em, 405,82 nm, comparada ao espectro da absorcédo
da amostra branco, em que ndo ha adicao de Nitrato de prata, apenas o filtrado fungico, e
ao espectro da absorcdo da amostra da solucgéo reacional antes da purificacao.

A gaussiana do espectro referente a aliquota purificada (Figura 10B), esta em,
aproximadamente, 427,68 nm e a largura a meia altura da banda é de aproximadamente
174,55 nm.



Figura 10 — (A) Espectro de absor¢do no UV-Vis das amostras Branco, AgNPs e aliquota purificada do

isolado 3013 R1. (B) Ajuste Gauss da aliquota purificada
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A Figura 11A a seguir mostra o espectro representativo da absor¢do de luz
referente a aliquota purificada do isolado 3016 R3 que obteve maior absorbancia (1,01),
em que 0 maximo de absorcdo esta em, 404,91 nm, comparada ao espectro da absorcéo
da amostra Branco, em que nao ha adicdo de Nitrato de prata, apenas o filtrado fangico,
e ao espectro da absor¢do da amostra da solucdo reacional antes da purificacao.

A gaussiana do espectro referente a aliquota purificada (Figura 11B), esta em,
aproximadamente, 410,06 nm e a largura a meia altura da banda é de aproximadamente
128,76 nm.



Figura 11 — (A) Espectro de absor¢do no UV-Vis das amostras Branco, AgNPs e aliquota purificada do

isolado 3016 R3. (B) Ajuste Gauss da aliquota purificada
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A solucéo reacional do isolado fungico de semente 3013 R1 tem o comprimento
de onda do maximo de absor¢do maior que o do 3016 R3 (427,68 > 410,06) e a largura a
meia altura maior (174,55 > 128,76). Esses valores refletem o fato de que “com aumento
do tamanho das particulas a banda de plasmon de superficie torna-se cada vez mais larga
e desloca-se para comprimentos de onda maiores (MELO JR et al., 2012). Na solucgéo
reacional do isolado 3013 R1 possivelmente ha particulas maiores do que na solucdo
reacional do isolado 3016 R3, ou seja, nela houve uma maior agregacéo e crescimento de
NPs.

E conhecido que 0 méaximo em absorbancia e também a largura a meia altura da
banda plasmon dependem de um grande nimero de fatores, entre eles o tamanho médio,
a distribuicdo de tamanhos, o formato, e ainda a natureza do meio em que as NPs se
encontram.

As nanoparticulas que possuem menor didmetro tendem a ter o comprimento de
onda do maximo de absor¢do deslocado para a regido do espectro de luz do ultravioleta,
enquanto um aumento do tamanho médio das nanoparticulas é seguido por um
deslocamento para a regido do espectro de luz do vermelho (ANDRADE et al., 2012).

A Figura 12A a seguir mostra o espectro representativo da absorcdo de luz
referente a aliquota purificada do isolado 301 R1 que obteve maior absorbancia (1,33),
em que 0 maximo de absorcédo esta em, 406,74 nm, comparada ao espectro da absorcao
da amostra Branco, em que ndo ha adicdo de Nitrato de prata, apenas o filtrado fungico,
e a0 espectro da absorcéo da amostra da solucdo reacional antes da purificacao.

A gaussiana do espectro referente a aliquota purificada (Figura 12B), esta em,
aproximadamente, 422,79 nm e a largura a meia altura da banda é de aproximadamente
135,86 nm.



Figura 12 — (A) Espectro de absor¢do no UV-Vis das amostras Branco, AgNPs e aliquota purificada do

isolado 301 R1. (B) Ajuste Gauss da aliquota purificada
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A Figura 13A a seguir mostra o espectro representativo da absorcdo de luz
referente a aliquota purificada do isolado 365 R2 que obteve maior absorbancia (1,84),
em que 0 maximo de absorcédo esta em, 407,82 nm, comparada ao espectro da absorcao
da amostra Branco, em que ndo ha adicdo de Nitrato de prata, apenas o filtrado fungico,
e ao espectro da absorcdo da amostra da solucdo reacional antes da purificacao.

A gaussiana do espectro referente a aliquota purificada (Figura 13B), esta em,
aproximadamente, 436,05 nm e a largura a meia altura da banda é de aproximadamente
176,15 nm.



Figura 13 — (A) Espectro de absor¢do no UV-Vis das amostras Branco, AgNPs e aliquota purificada do
isolado 365 R2. (B) Ajuste Gauss da aliquota purificada
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A solucéo reacional do isolado fungico de folha 365 R2 tem o comprimento de
onda do méaximo de absor¢do maior que o do 301 R1 (436,05 > 422,79) e a largura a meia
altura maior (176,15 > 135,86).

As AgNPs apresentam pico de absor¢do de radiacdo eletromagnética no
comprimento de onda entre 400-500 nm devido a sua ressonancia plasménica de
superficie. Neste pico ocorre uma variacdo de cor caracteristica que varia de marrom
avermelhado para marrom escuro, de acordo com o tamanho das NPs formadas
(ALBERNAZ, 2014).

De acordo com Sharma et al. (2009), picos que variam de 380 a 400 nm
apresentam coloracdo amarelo ouro e caracteriza particulas menores, enquanto Albernaz
(2014) comenta que a coloragéo que varia de marrom avermelhado a marrom escuro varia
de acordo com o tamanho das AgNPs.

Outro detalhe interessante de ser observado € altura das bandas (intensidade do
sinal) que é relacionado com a quantidade/densidade de particulas existentes nas
amostras. Nesse caso a altura da banda do isolado 3013 R1 é maior que dos outros
isolados (1,41) (Tabela 4). Isso implica na possibilidade de existir na amostra da solucao
reacional do isolado 3013 R1 maior quantidade de NPs do que nas demais amostras
(TEXEIRA, 2014).

A Tabela 4, a seguir, resume os dados relacionados a regressao das curvas obtidas
(gaussianas), dados de R-SQUARE, Maximo de absorc¢éo, largura a meia altura— FWHM
e altura/intensidade — HEIGHT de todas as amostras.

Tabela 4 — Dados referentes ao Gauss fit (regressdo linear) dos espectros UV-Vis
obtidos das amostras - OriginPro 8

GAUSS FIT

Isolado | R-SQUARE  Méximo FWHM HEIGHT
de

absorgao

3013 R1 0,90562 427,68000 174,55900 1,41430

3016 R3 0,92783 410,06870 128,76120 0,91013

301 R1 0,82857 422,79705 135,86837 0,87713

365 R2 0,82392 436,05190 176,15750 1,19878
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5.3 Caracterizacdo de nanoparticulas de prata (AgNPs)

5.3.1 Microscopia Eletronica de Varredura

As aliquotas das misturas reacionais dos quatro isolados fungicos (3013 R1, 3016
R3, 301 R1 e 365 R2) apos a purificagdo foram submetidas & microscopia eletrénica de
varredura (MEV) para comprovar a presenca das nanoparticulas de prata no meio. As
suspensdes das aliquotas foram gotejadas sobre uma fita de fibra de carbono e secas a
temperatura ambiente.

O resultado é apresentado na Figura 14.

Figura 14 — Imagens de microscopia eletronica de varredura. A = 3013 R1, B =3016 R3,C=301R1,D =
365 R2
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As imagens obtidas mostram que as nanoparticulas estdo presentes nas quatro

solucdes reacionais dos isolados fungicos.

5.3.2 Analise EDS

Anélise de EDS (equipamento acoplado ao MEV) foi aplicada a solucdo reacional
apresentada na Figura 14C, durante a realizacdo da técnica de microscopia.
O resultado obtido é apresentado na Figura 15.

Figura 15 — EDS realizado mostrando os elementos quimicos presentes na solucéo reacional do isolado 301
R1
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Como esperado, o sinal de prata detectado na solugéo reacional indica a presenca
deste elemento resultado da incorporacéo do nitrato de prata ao tratamento prévio feito
por 216h.
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O espectro gerado pelo EDS detectou além da prata, a presenca de calcio (Ca),
carbono (C), oxigénio (O), sodio (Na), potassio (K) e enxofre (S), elementos que fazem
parte da composicao natural das células, e podem estar associados as proteinas.

Foram encontrados também na amostra, cloro (ClI) e aluminio (Al), que podem
estar relacionados com modificacdes pos-traducionais nas proteinas, ou provenientes do
meio de cultura utilizado no crescimento do Fusarium, ou da solugcdo tampao utilizada
para a lavagem da coluna de cromatografia durante o processo de purificagdo das misturas
reacionais. Resultados semelhantes foram encontrados por Ballottin (2014) trabalhando
com a sintese de nanoparticulas de prata produzidas biogénica e extracelularmente
utilizando o fungo Fusarium oxysporum.

A formacdo das nanoparticulas €, por isso, confirmada nas imagens em que ha
pontos brancos indicados por setas na Figura 16B. Com isso, tais pontos sdo, de fato, as
nanoparticulas de prata, ja que a Unica diferenca, ao ser comparado as situacdes controle
na Figura 16A, foi a incubacdo com nitrato de prata. Outro aspecto importante a ser
considerado, que permite concluir que os pontos brancos visualizados sdo nanoparticulas
de prata, é que a técnica da microscopia de varredura e este EDS acoplado permite apenas

a avaliacdo da composicdo elementar superficial.

Figura 16 — Imagens de microscopia eletrnica de varredura do isolado 301 R1. A = Solug8o reacional
controle, B = Solucdo reacional com AgNPs. Setas brancas indicam nanoparticulas de prata
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5.4 Atividade antifungica de nanoparticulas de prata no controle in vitro dos

fitopatdgenos

Foi observado efeito significativo das misturas reacionais sobre o crescimento
micelial de C. guaranicola (102 e 111), Colletotrichum spp. (IRPD-18) e C. cassiicola
(T14-3) (Tabela 5).

Tabela 5 — Média do diametro do crescimento micelial de fitopatdgenos submetidos a diferentes
doses de nanoparticulas de prata

Fungo Solucéo Doses
Fitopatogénico  reacional 0 pL 100 uL 500 uL 1000 pL
(Test.)
3013 R1 7,83 a 7,60 a 6,30 C 5,47 d
Colletotrichum 3016 R3 785a 723b 5,90c¢ 4,62 e
guaranicola 301 R1 7,83 a 7,20 b 5,79 C 5,26 d
(102) 365 R2 7,93a 7,38b 6,05 C 6,25 C
CV% 5,40
3013 R1 7.85a 6,41 b 6,33 b 4,37d
Colletotrichum 3016 R3 791 a 6,91b 6,69 b 5,09d
guaranicola 301 R1 7,79 a 6,98 b 6,00 ¢ 4,64 d
(111) 365 R2 7,98 a 6,70 b 6,20 b 5,40 ¢
CV% 9,41
3013 R1 7,48 a 541c 5,98 b 5,11c¢
Colletotrichum 3016 R3 7,72 a 5,83 b 5,32 ¢ 4,90 c
spp. 301 R1 7.81a 4,98 c 5,59 ¢ 5,35¢C
(IRPD-18) 365 R2 7,96 a 6,15b  6,25b 5,26 C
CV% 8,91
3013 R1 7,78 a 5,13 b 6,28 b 511b
Corynespora 3016 R3 7,854 6,00 b 5,63 b 5,30 b
cassiicola 301 R1 7.83a 5,73 b 5,59 b 559b
(T14-3) 365 R2 7,96 a 6,36b  639b  579Db
CV% 9,91

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado o Teste de Scott-
Knott ao nivel de 5% de probabilidade.
Foi observado menor crescimento micelial para todos os fitopatdgenos na dose de
1000 pL, com destaque para a solugédo reacional do isolado 3016 R3 para o fitopatdgeno
102 (Figura 17); as solucgdes reacionais dos isolados 3013 R1 e 301 R1 para o fitopatogeno
111 (Figura 18); a solucéo reacional do isolado 301 R1 para o fitopatdgeno IRPD-18 e; a
solucéo reacional do isolado 3013 R1 para o fitopatogeno T14-3 (Figura 19).
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Figura 17 — Crescimento micelial do fitopatégeno C. guaranicola (102). A — Testemunha; B — 1000 pL da
solugdo reacional do isolado 3016 R3

Figura 18 — Crescimento micelial do fitopatégeno Coletotrichum spp. (111). A — Testemunha; B — 1000 pL
da solucdo reacional do isolado 301 R1

.
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Figura 19 — Crescimento micelial do fitopatégeno C. cassiicola (T14-3). A — Testemunha; B — 1000 pL da
solugdo reacional do isolado 3013 R1

Foi observado que quanto maior a dose da aliquota das solucBes reacionais
aplicada, menor o crescimento micelial dos fitopatdgenos C. guaranicola (102 e 111) e
Coletotrichum spp. (IRPD-18); ndo havendo diferenca estatistica entre as doses aplicadas
na avaliacdo do crescimento micelial do fitopatégeno C. cassiicola (T14-3).

Foi observado efeito significativo das solucgdes reacionais sobre a porcentagem de
inibicdo do crescimento micelial (PIC) sobre os fitopatégenos C. guaranicola 102 e 111
(Tabela 6).

A solugdo reacional do isolado fungico 3013 R1 na dose de 100 pL apresentou
menor PIC, correspondendo 5,93% de inibi¢do do crescimento micelial do fitopatdgeno
C. guaranicola (102), seguido pela solucdo reacional do isolado fungico 365 R2, com
6,90% de inibicdo para 0 mesmo fitopatogeno.

A solugéo reacional do isolado fangico 3013 R1 apresentou a maior porcentagem
de inibicdo do crescimento micelial para o fitopatdgeno C. guaranicola (I111), com
44,22%, seguido pela solucdo reacional do isolado fangico 3016 R3, com 41,12% de
inibicdo para o fitopatogeno 102.

Para o fitopatdgeno C. guaranicola (111), foi observado que as aliquotas de 100
ML e 500 pL ndo diferiram estatisticamente entre si, ocorrendo maior percentual de
inibicdo pela solucgéo reacional do isolado 3013 R1 na dose de 100 pL (18,22%), e pela
solucdo reacional do isolado 365 R2 na dose de 500 pL (22,24%).
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Foi observado para os fitopatdgenos 102 e 111 que quanto maior a dose da aliquota
das solugdes reacionais, ocorre uma maior inibi¢do do crescimento micelial.

Para os fitopatogenos Colletotrichum spp. (IRPD-18) e C. cassiicola (T14-3), o
percentual de inibi¢cdo do crescimento micelial ndo diferiram entre si estatisticamente
quanto maior a dose aplicada. A solucéo reacional do isolado 3013 R1 apresentou menor

PIC para ambos fitopatogenos, com 19,81% e 19,19% respectivamente, na dose de 500

ML.



Tabela 6 — Crescimento radial diario — CRd e Percentual de inibicdo do crescimento micelial — PIC,

nanoparticulas de prata

expostos a diferentes doses de

CRd (cm) PIC (%)
~ Doses Doses
' Fungg _ Solggao 0L 0L
Fitopatogénico reacional (Test) 100 pL 500 pL 1000 pL (Test) 100 uL 500 pL 1000 pL
. 3013 R1 0,52a 0,50a 041c 0,35d 0,0a 593b 19,32c¢ 30,13d
Cg;’;:gtr]ri'gg‘lim 3016 R3 052a  048b 038c 029 00a 7.90b 2475c 41,12¢
(102) 301 R1 0,52 a 047b 037c 0,34d 0,0a 8,04b 2595c¢ 32,64d
365 R2 0,53 a 049b 039c 04lc 0,0a 6,90b 2358c 21,13c
CV% 5,84 CV% 31,65

Colletotrichum 3013 R1 0,61la 049b 048b 0,32d 00a 18,22b 19,20b 44,22c
guaranicola 3016 R3 0,61a 0,53b 051b 0,38d 00a 1254b 1536b 3556¢
(111) 301 R1 0,60 a 0,54b 045c 0,34d 0,0a 10,38b 23,10b 40,37c
365 R2 0,62 a 051b 047b 040c 0,0a 16,06 b 22,24b 32,36¢C

CV% 10,20 CV% 42,11
Colletotrichum 3013 R1 0,34 a 0,24c 0,27b 0,23c 0,0a 27,66b 19,81b 31,18b
Spp. 3016 R3 0,36 a 0,26b 024c 0,22c 0,0a 2449b 30,86b 36,54Db
(IRPD-18) 301 R1 0,36 a 0,22c 025c 0,24c 0,0a 36,20b 28,36b 3145b
365 R2 0,37 a 0,28b 0,28b 0,23c 0,0a 2282b 21,44b 33,90b

CV% 9,70 CV% 34,86
Corynespora 3013 R1 0,36 a 0,23b 0,28b 0,23b 0,0a 23,82b 19,19b 33,97b
cassiicola 3016 R3 0,36 a 0,27b 0,25b 0,24b 0,0a 23,63b 2822b 32,40b
(T14-3) 301 R1 0,36 a 0,26b 025b 0,25b 0,0a 26,85b 2850b 28,50b
365 R2 0,37 a 0,29b 0,29b 0,26b 0,0a 20,06 b 1967b 27,19b

CV% 10,76 CV% 40,99

Médias seguidas pela mesma letra nao diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado o Teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade.
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Apesar de ndo haver na literatura informacGes sobre o efeito antifungico das
nanoparticulas de prata sobre o crescimento micelial de C. guaranicola, Colletotrichum
spp. e C. cassiicola, alguns trabalhos tém apresentado resultados satisfatérios sobre o
efeito de outras nanoparticulas de prata sobre diferentes fungos. De acordo com Rai
(2013), as nanoparticulas de prata apresentam amplo espetro de acdo contra fungos,
especialmente do género Candida, fato confirmado por Carreira et al. (2009) e Segala et
al. (2012), os quais, avaliando o efeito de nanoparticulas de prata sobre o crescimento de
Candida albicans, observaram que elas proporcionaram inibigcdo total do crescimento
desse fitopatdgeno.

Petica et al., (2008) também relataram atividade antifungica de nanoparticulas de
prata em espécies de fungos como Aspergillus, Penicillium e Trichoderma. Kim et al.
(2009), avaliando o efeito antifingico de nanoparticulas de prata (CV-WA13; AT-
WB13R; PR-WB13) no controle in vitro de Raffaelea sp., observaram que o crescimento
do fungo foi significativamente inibido dependendo da dose aplicada (0; 5; 10 e 25 ppm),
de modo que quanto maior a dose menor foi o crescimento de hifas do fungo, sendo
observados efeitos prejudiciais das nanoparticulas de prata sobre a germinacdo dos
conidios.

Aguilar-Méndez e colaboradores (2011) avaliaram o efeito antifingico de
nanoparticulas de prata no controle in vitro de Colletotrichum gloeosporioides, fungo
causador da antracnose em diversos frutos, e observaram a diminui¢do do crescimento
micelial de uma maneira dependente da dose aplicada, a inibicdo do fungo atingiu quase
90%.

Kim et al., (2012) avaliaram o efeito antifingico de diferentes concentracdes (10;
25; 50 e 100 ppm) de trés nanoparticulas de prata (WA-CV-WA13B; WA-AT-WB13R;
WA-PR-WB13R) no controle in vitro de dezoito espécies de fungos fitopatogénicos,
observando que a inibicdo total do crescimento da maioria dos patdgenos foi observada
na concentracdo de 100 ppm das nanoparticulas, como é o caso de Fusarium sp., tendo a
nanoparticula de prata WA-CV-WA13B apresentado maior potencial de inibicdo. Além
disso, quando utilizada a concentracdo de 10 ppm, pode-se observar a menor taxa de
inibigdo, que foi de 12,7% para o fungo Glomerella cingulata Stoneman, indicando que

a atividade antifingica dessas nanoparticulas de prata depende de sua concentracao.
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Salienta-se que estes estudos devem ser realizados isoladamente para cada
patogeno, de vez que a acdo fungicida das nanoparticulas de prata, conforme mostrado
por diversos pesquisadores (KIM et al., 2009; KIM et al., 2012), esta associada a

concentracdo aplicada dessa nanoparticula, bem como ao patdgeno analisado.

5.5 Atividade antifungica de nanoparticulas de prata na producdo de esporos dos

fitopatogenos

Os esporos sdo unidades reprodutivas e infectivas dos fungos fitopatogénicos
responsaveis por produzir propagulos que se disseminam e infectam a planta. Assim,
quanto maior a inibicdo da formacéo de esporos, mais eficiente € o produto (SIMON et
al., 2016), uma vez que a reducdo da producdo e consequente disseminacgao pode resultar
na menor taxa de progresso da doenga em campo, sendo este um efeito
epidemiologicamente desejavel.

Foi observado efeito significativo das solucdes reacionais sobre a porcentagem de
inibicdo da esporulacédo (PIE) de C. guaranicola (102 e 111) e Colletotrichum spp. (IRPD-
18) (Tabela 7). O isolado C. cassiicola (T14-3) ndo teve a PIE avaliada devido ndo ocorrer

esporulacdo dos indculos durante toda a avaliacdo do experimento.
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Tabela 7 — Porcentagem de inibicdo da esporulacdo (PIE) de fitopatdgenos submetidos a diferentes
doses de nanoparticulas de prata

Fungo Solucéo Doses

Fitopatogénico reacional OpL (Test) 100pL 500 uL 1000 pL

3013 R1 0,00 a 96,28d 97,79e  9843¢

Colletotrichum 3016 R3 0,00 a 95,64d 97,78e  98,85¢

guaranicola 301 R1 0,00 a 82,96b 8697c  97,88e

(102) 365 R2 0,00 a 97,08d 98,88e 99,67 e
CV% 1,19

3013 R1 0,00 a 67,92d 90,48e 9576 f

Colletotrichum 3016 R3 0,00 a 5356¢c 71,90d 89,60 e

guaranicola 301 R1 0,00 a 80,94e 9291f 99,39f

(111) 365 R2 0,00 a 39,82b  73,87d 98,04 f
CV% 9,25

3013 R1 0,00 a 7474c  9259d 98,04 d

Colletotrichum 3016 R3 0,00 a 48,17 b 72,87 c¢C 91,53d

spp. 301 R1 0,00 a 75,80¢  91,23d  98,29d

(IRPD-18) 365 R2 0,00 a 47,88b 7885c  97,21d
CV% 10,24

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado o Teste de
Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade.

A solucdo reacional do isolado 365 R2 na dose de 100 pL apresentou a menor
PIE, correspondendo a 39,82% para o fitopatdgeno C. guaranicola (I111). As solugdes
reacionais dos isolados 365 R2 e 301 R1, apresentaram a maior PIE na dose de 1000 pL,
com valores de 99,67% para o fitopatdgeno C. guaranicola (102) (Figura 20) e 99,39%

para o fitopatogeno C. guaranicola (111) (Figura 21), respectivamente.

Figura 20 — Esporulacéo do fitopatdgeno C. guaranicola (102). A — Testemunha; B - 1000 pL da solugdo
reacional do isolado 365 R2
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Figura 21 — Esporulagdo do fitopatdgeno C. guaranicola (111). A — Testemunha; B - 1000 pL da solucdo
reacional do isolado 301 R1

Na dose de 100 pL, as solucBes reacionais que apresentaram os maiores valores
de PIE foram dos isolados 365 R2, representado por 97,08% para o fitopatdgeno C.
guaranicola (102); isolado 301 R1, representado por 80,94% para o fitopatdgeno C.
guaranicola (111), e 75,89% para o fitopatdgeno Coletotrichum spp. (IRPD-18).

Para a dose de 500 pLL, as solucdes reacionais que apresentaram os maiores valores
de PIE foram o isolado 365 R2, representado por 98,88% para o fitopatdgeno C.
guaranicola (102); isolado 301 R1, representado por 92,91% para o fitopatdgeno C.
guaranicola (I111), e; isolado 3013 R1, representando 92,59% para o fitopatégeno
Coletotrichum spp. (IRPD-18).

Por sua vez, a solucdo reacional do isolado 301 R1, na dose de 1000 pL,
apresentou depois da solucdo reacional do isolado 365 R2 os maiores resultados de
inibicdo da esporulacéo, apresentando 99,39% para o fitopatdgeno C. guaranicola (102),
e 98,29% para o fitopatogeno Colletotrichum spp. (IRPD-18).

Para o fitopatdgeno C. guaranicola (102) a solucdo reacional do isolado 301 R1
apresentou as menores PIE nas trés doses avaliadas, sendo mais efetivo na dose de 1000
pL, apresentando 97,88% de inibicdo.

Para o fitopatdégeno C. guaranicola (111) e Colletotrichum spp. (IRPD-18) a
solucdo reacional do isolado 365 R2 apresentou menor PIE na dose de 100 pL (39,82%
e 47,88% respectivamente), e o isolado 3016 R3 apresentou menor PIE para as doses de
500 e 1000 pL, 71,90% e 89,60% para o C. guaranicola (111) e 72,87% e 91,53% para o

Colletotrichum spp.
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6 CONCLUSOES

Os isolados 3013 R1, 3016 R3, 301 R1 e 365 R2 da espécie Fusarium concolor
apresentam potencial para a producdo de nanoparticulas de prata, através do método de
sintese verde. A producdo de nanoparticulas varia de acordo com o meio de cultura,
temperatura, tempo de reacdo, pH, concentracdo de nitrato de prata e etc., que podem vir
a ser alterados com o intuito de testar os demais isolados que dentro desta metodologia
proposta no trabalho nao apresentaram potencial para a sintese de AgNPs.

As analises de UV-Vis apresentaram picos de absorbancia que variaram de 400 a
500 nm, que caracteriza a sintese de AgNPs, e a partir da microscopia eletronica de
varredura foi constatado a presenca das NPs no meio interno, sendo confirmado pela
leitura no EDS, onde foi constatado o sinal de prata nas solugdes reacionais indicando a
presenca deste elemento resultado da incorporacao do nitrato de prata ao tratamento feito
por 216h de reacao.

Estatisticamente, constata-se diferencas significativas na avaliacdo da atividade
antifingica no controle in vitro dos fitopatdgenos Coletotrichum guaranicola,
Coletotrichum spp. e Corynespora cassicola. Os dados demonstram de forma clara que
as nanoparticulas de prata produzidas pelas solucdes reacionais sdo capazes de inibir
significativamente o crescimento e o desenvolvimento dos fungos fitopatogénicos e de
seus esporos, através da realizacdo do teste de crescimento micelial e producdo de
esporos.

A dependéncia das doses aplicadas foi constatada para os fitopatogenos C.
guaranicola (102 e 111) e Coletotrichum spp. (IRPD-18). Para o fitopatégeno C.
cassiicola (T14-3) ndo houve diferenca estatistica entre as doses aplicadas. As solucdes
reacionais dos isolados 3013 R1 e 3016 R3 apresentam maior indice antifungico para o
fungo C. guaranicola na dose de 1000 pL.

Os resultados encontrados no presente trabalho sugerem a possibilidade de
utilizacdo de nanoparticulas de prata biossintetizadas no controle de fitopatégenos, como
uma alternativa para colaborar na reducdo do uso de agroquimicos com elevada

toxicidade.
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ANEXOS

Anexo 1 — Imagens de microscopia eletrdnica de varredura do isolado fungico 3013 R1. A = Solucédo
reacional controle, B = Solucéo reacional com AgNPs. Seta branca indica nanoparticula de prata

Anexo 2 — Imagens de microscopia eletrdnica de varredura do isolado fingico 3016 R3. A = Solucéao
reacional controle, B = Solucéo reacional com AgNPs. Seta branca indica nanoparticula de prata
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Anexo 3 — Imagens de microscopia eletrénica de varredura do isolado fingico 365 R2. A = Solucdo
reacional controle, B = Solucéo reacional com AgNPs. Seta branca indica nanoparticula de prata
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